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บทคัดยอ 
จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของกลามเน้ือปลาโอและปลาดุก พบวา กลามเน้ือปลาโอ

และกลามเน้ือปลาดุกมีคุณลักษณะและองคประกอบทางเคมีและฟสิกสที่แตกตางกัน และ
องคประกอบเหลาน้ีในปลาชนิดเดียวกันจะมีความผันแปรขึ้นอยูกับชนิดของกลามเน้ือ กลามเน้ือปลา
โอทั้งในสวนเนื้อดําและเน้ือขาวมีโปรตีนเปนองคประกอบสูงกวากลามเน้ือปลาดุก (p<0.05) และ
ในทางตรงกันขาม กลามเน้ือปลาดุกโดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเน้ือขาวมีไขมันเปนองคประกอบสูงกวา
กลามเน้ือปลาโอ (p<0.05) จากการแยกสวนโปรตีนกลามเน้ือ พบวา โปรตีนไมโอไฟบริลเปนโปรตีน
หลักที่พบในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด และปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลพบไดมากกวาในกลามเน้ือปลา
โอเม่ือเปรียบเทียบกับปลาดุกทั้งในสวนของกลามเนื้อดําและกลามเนื้อขาว (p<0.05) ไมโอซินเสน
หนัก และ แอกติน เปนโปรตีนหลักที่พบในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด กลามเน้ือดําของปลาโอมีปริมาณ
โปรตีนซารโคพลาสมิคโดยเฉพาะอยางยิ่งไมโอโกลบินสูงที่สุด (p<0.05) ปลาดุกทั้งในสวนของ
กลามเนื้อดําและกลามเนื้อขาวมีปริมาณแคโรทีนอยดสูงกวาปลาโอ กลามเนื้อขาวของปลาโอมี
ปริมาณฟอสโฟลิปดสูงสุด กลามเน้ือปลาโอทั้งในสวนกลามเน้ือดําและกลามเน้ือขาวมีเกลือโซเดียม
คลอไรดสูงกวากลามเน้ือปลาดุก (p<0.05) กลามเนื้อดําของปลาโอมีแรธาตุซ่ึงไดแก เหล็ก ทองแดง 
และเซเลเนียมเปนองคประกอบมากที่สุด (p<0.05) กลามเน้ือขาวของปลาทั้ง 2 ชนิด มีคาพีเอชสูง
กวากลามเน้ือดํา (p<0.05) ปลาโอโดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของกลามเน้ือดํา สีแดงคล้ําสูงสุด โดยมี
ความสวาง (L*) และความเปนสีเหลือง (b*) ต่ําสุด มีความเปนสีแดง (a*) และดัชนีสีแดง (a*/b*) 
สูงสุด (p<0.05) ไขมันจากกลามเน้ือดําของปลาทั้ง 2 ชนิด มีความวองไวตอการเกิดออกซิเดชันไดเร็ว
กวากลามเน้ือขาวเน่ืองจากมีคา induction time เม่ือวิเคราะหดวยเครื่อง Rancimat ต่ําสุด  

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่น ในกลามเนื้อดํา (dark 
muscle) กลามเน้ือขาว (ordinary muscle) และกลามเน้ือรวม (whole muscle) ของปลาโอและปลา
ดุก ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่ 4C เปนเวลา 15 วัน พบวาคาพีเอชของกลามเน้ือปลา
ทั้งหมดเกิดการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษานานขึ้น สวนคา TVB พบวา
กลามเน้ือปลาทุกชนิดจะมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตลอดอายุการเก็บรักษา การเปลี่ยนแปลงปริมาณกรด
ไขมันอิสระเกิดขึ้นอยางเดนชัดในกลามเน้ือปลาโอทั้งในสวนกลามเน้ือดํา กลามเน้ือขาวและกลามเน้ือ
รวม อัตราการเกิดและอัตราการสลายตัวของ conjugated diene มีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิด
ของปลาและชนิดของกลามเน้ือ กลามเนื้อดําของปลาทั้ง 2 ชนิดมีแนวโนมใหคา peroxide value 
(PV) สูงสุดตลอดอายุการเก็บรักษา สวนคา thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 
TBARS พบวากลามเน้ือปลาโอทุกชนิดมีคาสูงกวากลามเน้ือปลาดุกตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
แสดงใหเห็นวาไขมันในกลามเน้ือปลาโอมีความวองไวและมีอัตราการเกิดออกซิเดชันสูงกวาไขมันใน
กลามเนื้อปลาดุก ปริมาณ heme iron มีแนวโนมลดลงในกลามเน้ือปลาโอ และมีแนวโนมคงที่ใน
กลามเน้ือปลาดุก สวนปริมาณ non-heme iron พบวา กลามเน้ือปลาโอโดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเน้ือ
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ดํามีคาสูงกวาตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา และพบการเปลี่ยนแปลงปริมาณ non-heme iron 
เพียงเล็กนอยในระหวางการเก็บรักษาในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด การเปลี่ยนแปลงปริมาณ 
oxymyoglobin และ metmyoglobin ของกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด มีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกัน 
กลาวคือมีแนวโนมลดลงเมื่อระยะเวลาในการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้นแสดงใหเห็นวา oxymyoglobin เกิด
การออกซิเดชันไปเปน metmyoglobin และเกิดการออกซิเดชันตอเน่ืองไปเปนอนุพันธอ่ืน ๆ  
กลามเน้ือปลาดุกมีแนวโนมของดัชนีสีแดงเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย ในขณะที่การเปล่ียนแปลงดัชนี
สีแดงจะเกิดขึ้นอยางเดนชัดในกลามเนื้อปลาโอ โดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเนื้อดํา เม่ือพิจารณาการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณ protein carbonyl ในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด พบวาอัตราการเกิด                     
ออกซิเดชันของโปรตีนมีความผันแปรขึ้นอยูกับชนิดของปลาและชนิดของกลามเน้ือ 

จากการศึกษาผลของ ferrous myoglobin ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันของปลาโอและ
ปลาดุกในระบบจําลอง lecithin - liposome โดยการวิเคราะหคา conjugated diene และ TBARS ใน
ระหวางการบมเปนเวลา 180 นาที พบวา ferrous myoglobin ที่ระดับความเขมขน 0.1 mM จะมีผล
ในการเรงการออกซิเดชันของไขมันสูงสุดทั้งในปลาดุกและปลาโอ อัตราการออกซิเดชันของไขมันใน
ปลาที่เรงดวย ferrous myoglobin น้ันขึ้นอยูกับชนิดของปลาและอุณหภูมิ โดยที่ 25 องศาเซลเซียส มี
แนวโนมของการเรงออกซิเดชันสูงที่สุด และพีเอชมีอิทธิพลตออัตราการออกซิเดชันของไขมันในปลา
ที่เรงดวย ferrous myoglobin ในปลาแตละชนิดแตกตางกัน โดยถาพิจารณาเฉพาะคา TBARS 
ซ่ึงเปนผลิตภัณฑขั้นทุติยภูมิที่ผานการเปลี่ยนแปลงมาจาก conjugated diene น้ันสามารถสรุปไดวา 
การออกซิเดชันของไขมันในปลาโอและปลาดุกมีคาสูงสุดที่พีเอช 7 จากการศึกษาผลของเกลือตอการ
เกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin พบวา คา conjugated diene มีคาสูงที่สุดใน
ปลาดุกในสภาวะที่มีเกลือรอยละ 2.5 สวนคา TBARS น้ันพบวา ปลาโอมีคา TBARS สูงกวาปลาดุก
ในทุก ๆ ระดับความเขมขนของเกลือ นอกจากน้ียังพบวา การออกซิเดชันของไขมันในระบบที่มี 
ferrous myoglobin จะถูกเหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยเฉพาะอยางยิ่งที่ความเขมขนสูง 
ๆ เม่ือพิจารณาผลของ EDTA ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin พบวา
ความสามารถในการยับยั้งการออกซิเดชันของไขมันของ EDTA ขึ้นอยูกับความเขมขนที่ใช รวมทั้ง
ชนิดของปลา 
คําสําคัญ ไมโอโกลบิน ออกซิเดชัน ไขมัน กลามเน้ือ ปลาไขมันสูง การแชเย็น 
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Abstract 
Chemical compositions of catfish and Frigate mackerel muscles were characterized. 

Characteristics, chemical and physical compositions were different among species as well as 
muscle types. Frigate mackerel muscle contained a greater content of protein compared with 
catfish muscle (p<0.05). Catfish, particularly ordinary muscle composed of a higher lipid 
content than Frigate mackerel muscle (p<0.05). From muscle protein fractionation, myofibrillar 
proteins were major proteins found in both muscles. Frigate mackerel muscle, both dark and 
ordinary muscles, contained greater contents of myofibrillar proteins than catfish muscle 
(p<0.05). Myosin heavy chain and actin were predominant proteins found in myofibrillar 
protein fraction in both fish. Dark muscle from Frigate mackerel composed of the highest 
sarcoplasmic proteins, especially myoglobin (p<0.05). The highest carotenoid content was 
noticeable in both dark and ordinary muscles from catfish muscle. Ordinary muscle from 
Frigate mackerel had the highest phospholipid content. Both dark and ordinary muscles from 
Frigate mackerel contained a greater content of sodium chloride compared with those from 
catfish (p<0.05). The highest contents of iron, copper and selenium were found in Frigate 
mackerel dark muscle (p<0.05). The pH of ordinary muscle from both species was higher 
than dark muscle (p<0.05). Frigate mackerel, especilly dark muscle, exhibited the most dark-
red color as shown by the lowest L* and b* values with the highest a* value and redness 
index (a*/b*) (p<0.05). Lipid from dark muscle of both species was more susceptible to 
oxidation than that from ordinary muscle as indicated by the lowest induction time analysed 
by Rancimant test.  

Changes in lipid, myoglobin, color and odor in dark, ordinary and whole muscles from 
catfish and Frigate mackerel during refrigerated storage (4C) for 15 days were investigated.  
A negligible change in pH was found in both species during storage. Total volatile base 
(TVB) contents of all muscles tended to increase with increasing storage time. Changes in 
free fatty acid content occurred with the highest degree in all muscles from Frigate mackerel. 
Formation and decomposition rates of conjugated diene were different among fish species 
and muscle types. Dark muscle of both species tended to have the highest peroxide value 
(PV) throughout the storage period. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) values 
of all types of Frigate mackerel muscles were higher than those of catfish muscles till the end 
of storage period indicating a higher degree of lipid oxidation in Frigate mackerel muscle. For 
the changes in heme iron content, a decrease was found in Frigate mackere and no marked 
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change was found in catfish muscle. Frigate mackerel, especially dark muscle, showed a 
higher content of non-heme iron throughout the storage time and a slight change in non-
heme iron content was found in both species during storage. The changes in oxymyoglobin 
and metmyoglobin contents of muscles from both species tended to follow the same trend. 
Both myoglobin derivatives tended to decrease during storage indicating the oxidation of 
oxymyoglobin to form metmyoglobin and other derivatives. A slight change in redness index 
was found in catfish muscle but a marked change was observed in Frigate mackerel, 
especially dark muscle.  For the protein carbonyl content, it was noted that the rate of protein 
oxidation in fish muscle depended on fish species and muscle type. 

The prooxidative activities of ferrous myoglobin on catfish and Frigate mackerel lipid 
oxidations in lecithin-liposome model systems were investigated by monitoring the changes in 
conjugated diene and TBARS during incubation for 180 min. The results showed that ferrous 
myoglobin at a concentration of 0.1 mM exhibited the highest prooxidative activity towards 
catfish and Frigate mackerel lipids. It was also found that the prooxidative activity of ferrous 
myoglobin was species and temperature dependent. The highest degree of lipid oxidation 
was found at 25C. The pH influenced the lipid oxidation induced by ferrous myoglobin with 
varying degrees depending on fish species. Considering the TBARS value, a secondary lipid 
oxidation product derived from conjugated diene, it was stated that lipid oxidation in catfish 
and Frigate mackerel was found to be the highest at pH 7. For the effect of sodium chloride 
on the lipid oxidation catalyzed by ferrous myoglobin, the highest conjugated diene was 
found in catfish the presence of 2.5 % and the TBARS value of Frigate mackerel was higher 
than catfish at all sodium chloride concentration. In addition, the prooxidative activity ot 
ferrous myoglobin was enhanced by the addition of hydrogen peroxide especially at high 
concentration. For the inhibitory activity of EDTA towards lipid oxidation in the presence of 
ferrous myoglobin, it was suggested that the ability to inhibit the lipid oxidation of EDTA was 
governed by EDTA concentration and fish species.  
Keywords: myoglobin, oxidation, lipid, muscle, fatty fish, chilled storage 
 
 
 
 
 



 5 

 
Executive Summary 

งานวิจัยชิ้นนี้มีเปาหมายในการศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันใน
กลามเนื้อปลาที่มีไขมันสูง โดยเลือกใชปลาโอและปลาดุกเปนตัวแทนของปลาทะเลและปลาน้ําจืดที่มี
ไขมันสูง ตามลําดับ ซ่ึงเบื้องตนไดทําการศึกษาองคประกอบทางเคมีของกลามเนื้อปลาเหลาน้ัน ทั้ง
ในสวนของกลามเน้ือดํา และกลามเน้ือขาว เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับการอธิบายผลการทดลอง
ในขั้นตอไป ขั้นที่ 2 ไดทําการพิสูจนใหเห็นวาการออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลาโอและปลา
ดุกเกิดขึ้นจริงในระหวางการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอ
โกลบิน สี และกลิ่นในกลามเนื้อปลาเหลาน้ีระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่อุณหภูมิ 4C เปน
เวลา 15 วัน และในขั้นที่ 3 ไดศึกษาปจจัยสําคัญบางประการที่มีผลในการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่
เรงดวยไมโอโกลบิน โดยศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันของปลาโอและ
ปลาดุกในระบบจําลอง lecithin - liposome  

งานวิจัยชิ้นนี้เปนงานวิจัยพ้ืนฐานที่สามารถสรางองคความรูใหมเก่ียวกับองคประกอบทาง
เคมีของกลามเน้ือปลาทะเลและปลาน้ําจืดที่มีไขมันสูง ซ่ึงไดแก ปลาโอ และปลาดุก รวมทั้งสรางองค
ความรูเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่นของกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด ใน
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็น โดยไดนําเสนอเทคนิคตาง ๆ เพ่ือใหเกิดความหลากหลายในการ
ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงเหลาน้ัน และไดทราบกลไกในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาของไมโอโกลบิน
ในการกระตุนการออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลาทั้งสองชนิด 
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ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย  

เน้ือปลาเปนวัสดุทางชีวภาพที่ประกอบดวยความชื้น และสารอาหารตาง ๆ คอนขางสูง เน้ือ
ปลาจึงเปนวัตถุดิบที่งายตอการเสื่อมเสียทั้งที่มีสาเหตุมาจากจุลินทรียและปฏิกิริยาเคมี การ
เปลี่ยนแปลงทางดานชีวเคมี เคมี และจุลินทรียเกิดขึ้นไดอยางตอเน่ืองในระหวางการเก็บรักษาเนื้อ
ปลาที่อุณหภูมิต่ํา เปนสาเหตุใหกลามเน้ือเกิดการเส่ือมเสีย รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นรส เน้ือ
สัมผัส และเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีได (Pacheco-Aguilar และคณะ, 2000; O’Grady และคณะ, 
2001; Faustman และคณะ, 1992) การเปลี่ยนแปลงของไขมันเกิดขึ้นไดงายในระหวางการเก็บเก่ียว
และเก็บรักษาปลา โดยเฉพาะอยางยิ่งปลาที่มีไขมันเปนองคประกอบคอนขางสูง (Cho และคณะ, 
1989; Mcdonald และ Hultin, 1987) ปฏิกิริยาสําคัญที่เก่ียวของ ไดแก การไฮโดรไลซีสและ
ออกซิเดชันของไขมัน (Pacheco-Aguilar และคณะ, 2000) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของไขมันถูกเรงดวย
เอนไซมไลเพสและ/หรือ ฟอสโฟไลเพส ทําใหเกิดกรดไขมันอิสระซ่ึงสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
อยางตอเน่ือง เกิดเปนผลิตภัณฑขั้นทุติยภูมิ จําพวกแอลดีไฮด คีโตน และแอลกอฮอล เปนตน ซ่ึง
สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นรส รสชาติ สี และเนื้อสัมผัสของปลาและผลิตภัณฑได (Toyomizu 
และคณะ, 1981) 

ไขมันที่เปนองคประกอบในเน้ือปลาสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดงายกวาสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนมและสัตวปก เน่ืองจากกรดไขมันที่เปนองคประกอบสวนใหญเปนกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว 
(Foegeding และคณะ, 1996) กลไกพ้ืนฐานของการออกซิเดชันของไขมันประกอบดวย 3 ขั้นตอน
สําคัญ ไดแก ขั้นเริ่มตนปฏิกิริยา (initiation)  ขั้นเหนี่ยวนํา (propagation) และขั้นหยุดปฏิกิริยา 
(termination) (Undeland, 2001; Nawar, 1996) กลไกการออกซิเดชันของไขมันดังกลาวขึ้นอยูกับ
ปจจัยตางๆ ทั้งปจจัยภายในและปจจัยภายนอก ตัวอยางเชน ชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบ 
ความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยา เชน โลหะ ไมโอโกลบิน เอนไซม พีเอช อุณหภูมิ ความแรงอิออน 
และออกซิเจน เปนตน  (Andreo และคณะ, 2003; Undeland, 2001; Harris และ Tall, 1994; 
Renerre และ Labas, 1978) โลหะเปนตัวเรงปฏิกริยาออกซิเดชันของไขมันแบบไมอาศัยเอนไซมที่
สําคัญ ซ่ึงเหล็กที่พบในกลามเน้ือสวนใหญจะอยูในรูปโปรตีนฮีม เชน ไมโอโกลบิน ฮีโมโกลบินและไซ
โทโครม จึงเรียกเหล็กเหลาน้ีวา heme iron ซ่ึงเปนเหล็กที่ไมวองไวตอการออกซิเดชัน แตถาเหล็ก
เหลาน้ีหลุดออกมาเปนอิสระจะเรียกเหล็กประเภทน้ีวา nonheme iron ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการเรง
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน การเกิดเหล็กอิสระสามารถถูกเหน่ียวนําไดดวยกระบวนการแปรรูป 
เชน การใหความรอน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา นอกจากน้ีเหล็กอิสระยังมีอยูในเน้ือหรือ
สามารถเกิดไดจากการแปรรูปอีกดวยเชน การบดเน้ือดวยเครื่องบดที่ทําดวยเหล็กจะมีโอกาสทําให
เหล็กปนเปอนลงไปในเนื้อบดได จึงมีผลสงเสริมการออกซิเดชันของไขมันได มีรายงานวาไมโอ
โกลบินและโปรตีนฮีมอ่ืนๆ ในกลามเน้ือสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือได 
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(Love, 1983) Chaijan และคณะ (2005) รายงานวาการออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลาซารดีน
และปลาแมกเคอเรลเพิ่มขึ้นเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาในน้ําแข็งเพ่ิมขึ้น เน่ืองจากมีการปลดปลอย
เหล็กออกมาจากฮีมโปรตีนมากขึ้น  Haard (1992) รายงานวา การเกิดสีซีดจางของเนื้อปลาทูนาใน
ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเยือกแข็งมีสาเหตุเน่ืองมาจากเกิดการออกซิเดชันของไมโอโกลบิน 
(Haard, 1992) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา การเกิดเมทไมโอโกลบินสามารถเหนี่ยวนําใหไขมันเกิดการ
ออกซิเดชันได (Lee และคณะ, 2003; Chan และคณะ, 1997) ดังน้ันงานวิจัยชิ้นนี้จึงมีเปาหมายใน
การศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลาที่มีไขมันสูง โดย
เลือกใชปลาโอและปลาดุกเปนตัวแทนของปลาทะเลและปลาน้ําจืดที่มีไขมันสูง ตามลําดับ ซ่ึงเบื้องตน
จะทําการศึกษาองคประกอบทางเคมีของกลามเน้ือปลาเหลาน้ัน ทั้งในสวนของกลามเน้ือดํา และ
กลามเน้ือขาว เพ่ือใชเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับการอธิบายผลการทดลองในขั้นตอไป ขั้นที่ 2 จะทํา
การพิสูจนใหเห็นวาการออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลาโอและปลาดุกเกิดขึ้นจริงในระหวางการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา โดยจะเปรียบเทียบอัตราการเกิดออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือดํา 
กลามเน้ือขาว และกลามเน้ือรวม ของปลาทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงกลามเน้ือเหลาน้ีอาจมีปริมาณไมโอโกลบินที่
เปนองคประกอบแตกตางกัน ทําใหทราบเบื้องตนถึงความสัมพันธระหวางปริมาณไมโอโกลบินที่
สงผลทําใหเกิดการออกซิเดชันของไขมัน จากน้ันในขั้นตอนสุดทายจะทําการศึกษาผลของไมโอ
โกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันในระบบจําลองของ lecithin - liposome โดยจะทําการศึกษา
ผลของ ferrous myoglobin (Fe2+) ผลของไฮโดรเจนเพอรออกไซด (เปนผลิตภัณฑจากการ
ออกซิเดชันของไมโอโกลบิน) ผลของเกลือ ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา อุณหภูมิ พีเอช และสารตาน
ออกซิเดชันบางประเภท เชน EDTA ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันในระบบจําลองดังกลาว 

 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. ศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของกลามเน้ือปลาโอและปลาดุก 
2. ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่นในกลามเน้ือโอและปลาดุก

ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็น  
3. ศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันของปลาโอและปลาดุกในระบบ

จําลอง 
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ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ (literature review)  
การออกซิเดชันของไขมันในกลามเน้ือปลา 

กระบวนการออกซิเดชันของไขมันเปนกระบวนการที่ซับซอนและกอใหเกิดกลิ่นที่ไมพึง
ประสงคตอผูบริโภค  กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดงาย  ทั้งชนิดที่ไม
ตองใชเอนไซมหรือใชเอนไซมในการเรงปฏิกิริยา  กลไกพ้ืนฐานของการเกิดออกซิเดชันของไขมัน 
ประกอบดวย 3 ขั้นตอนที่สําคัญ คือขั้นเริ่มตน (initition) ขั้นเหนี่ยวนํา (propagation) และขั้นหยุดยั้ง 
(termination) ขั้นตอนโดยสรุปของการเกิดออกซิเดชันของกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวในเนื้อเยื่อสัตว
แสดงดังรูปที่ 1 ปรากฏการณดังกลาวขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ทั้งปจจัยภายใน และปจจัยภายนอก เชน 
ชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในกลามเน้ือ ความเขมขนของโปรออกซิแดนท (prooxidants) 
เหล็ก ไมโอโกลบิน เอนไซม พีเอช อุณหภูมิ ความแรงอิออน และออกซิเจน เปนตน (Chaijan และ
คณะ, 2006) การออกซิเดชันของไมโอโกลบินและไขมันมักเกิดขึ้นพรอมกัน เหล็กที่เปนสวนประกอบ
ของฮีม ซ่ึงมีความเขมขนสูงในเนื้อสัตวสามารถทําหนาที่เปนโปรออกซิแดนทในเนื้อเยื่อกลามเน้ือ 
ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการออกซิเดชันของไขมัน เชน แอลดีไฮด สามารถเหนี่ยวนําการจับตัวกัน 
(cross-linking) ของโปรตีนกลามเน้ือ และสงผลเสียตอคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน Foegeding 
และคณะ (1996) รายงานวา การเปลี่ยนแปลงของไขมันในกลามเน้ือที่เกิดขึ้นภายหลังการตายของ
สัตวมักเกิดขึ้นรวดเร็วในปลามากกวาเน้ือสัตวอ่ืน ๆ ทั้งน้ีเปนเพราะในปลามีกรดไขมันไมอ่ิมตัว
มากกวา จึงสามารถเกิดการออกซิเดชันไดดีและรวดเร็วกวา สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นรส 
รสชาติและเนื้อสัมผัสไดมากกวา  

กรดไขมันอิสระ (free fatty acids) ที่เกิดขึ้นในเนื้อปลาระหวางการยอยสลายของไขมัน 
รวมทั้งผลิตภัณฑจากการออกซิเดชันของไขมันมีสวนทําใหโปรตีนกลามเนื้อของปลาเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไดมากกวาโปรตีนกลามเน้ือของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและสัตวปก การยอยสลายของ
ไขมัน (lipolysis) ในกลามเน้ือสามารถเกิดขึ้นไดโดยอาศัยเอนไซมไลเปส (lipase) และ ฟอสโฟไลเปส 
(phospholipase) ซ่ึงเอนไซมเหลาน้ีจะเรงการยอยสลาย (hydrolysis) ของไขมันและฟอสโฟลิปด 
ตามลําดับ การยอยสลายดังกลาวไดผลผลิตเปนกรดไขมันและกลีเซอรอล การออกซิเดชันของไขมัน
ในกลามเน้ือที่เกิดขึ้นภายหลังการตายของสัตวขึ้นอยูกับปจจัยหลายประการ ไดแก ความเขมขนของ
โปรออกซิแดนท เชน เหล็ก ชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในไขมัน ชนิดและสายพันธุของ
สัตว ชนิดของกลามเน้ือ และเอนไซมบางชนิดที่สามารถเรงการออกซิเดชันของไขมัน เชน ไลพอกซี
จีเนส  (lipoxygenase) โดยท่ัวไปแลวเน้ือสัตวสวนใหญจะมีสารตานออกซิเดชันธรรมชาติ (natural 
antioxidants) ทําหนาที่ตานหรือชะลอปฏิกริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นในกลามเน้ือ เชน วิตามินอีหรือโท
โคเฟอรอล (tocopherol) ไดเปปไทดที่มีกรดอะมิโนฮีสทีดีนเปนองคประกอบ เชน คารโนซีน 
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(carnosine) เอนไซมตาง ๆ เชน กลูตาไธโอนเพอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) เปนตน 
(Foegeding และคณะ, 1996) 

ไขมันในปลาทะเลประกอบดวยกรดไขมัน EPA และ DHA ประมาณรอยละ 90 ของกรด
ไขมันชนิดไมอ่ิมตัว  นอกจากน้ีไขมันปลายังประกอบดวยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวอ่ืนๆ ที่แตกตางกัน
ขึ้นอยูกับชนิดของปลานั้นๆ  กรดไขมันชนิดตางๆ เปนสารตั้งตนที่สําคัญตอปฏิกิริยาออกซิเดชัน  
ไขมันสามารถแบงเปน 2 กลุม คือ ไตรกลีเซอไรด และฟอสโฟลิปด  โดยไตรกลีเซอไรดจะพบอยูใน
รูปของหยดน้ํามันทั้งภายในและภายนอกเซลล  สวนฟอสโฟลิปดจะพบอยูในลักษณะ bilayer ในเม
มเบรนของเซลล นอกจากนี้ก็ยังมีโมเลกุลของออกซิเจนที่ทําหนาที่เปนสารตั้งตนที่สําคัญเชนกัน สวน
เหล็กและทองแดงก็เปนโลหะที่มีบทบาทสําคัญในเนื้อเยื่อของสัตว โดยทําหนาที่เปนโปรออกซิแดนท 
(สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548)   
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
  
 
 

 
รูปที่ 1 กระบวนการออกซิเดชันของกรดไขมันไมอ่ิมตัวในเนื้อเยื่อสัตวนํ้า 
ที่มา สุทธวัฒน เบญจกุล (2548) 
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ปจจัยบางประการที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
 1. ออกซิเจน 

ปกติแลวออกซิเจนไมคอยจะวองไวตอปฏิกิริยา เพราะมี unpaired electron 2 คู ซ่ึงทําหนาที่
ปองกันการทําปฏิกิริยากับโมเลกุล (spin-forbidden) ซ่ึงอยูในลักษณะ ground  state โดยโลหะ
ทรานซิชันที่เปนองคประกอบอยูในเซลลของสิ่งมีชีวิตจะทําหนาที่เรงปฏิกิริยาทั้งชนิดที่ใชเอนไซมและ
ไมใชเอนไซม ออกซิเจนชนิดทริพเลท (Triplet  oxygen) มีความเฉื่อยตอปฏิกิริยา แตผลิตภัณฑที่ได
จากการรีดักชัน (reduction  products) จะมีความวองไวสูงขึ้น   
 2. โลหะทรานซิชัน 

ปริมาณเหล็กในกลามเนื้อปลาแตกตางกันตามแหลงที่อยูอาศัย ปลาที่มีเน้ือขาวมีความ
เขมขนของเหล็กต่ํากวาปลาที่มีเน้ือสีคล้ํา เหล็กสวนใหญที่พบมักเปนองคประกอบของเม็ดสี คือ 
ฮีโมโกลบิน และไมโอโกลบิน นอกจากน้ียังมีโปรตีนชนิดอ่ืน เชน ไซโทโครม (cytochrome) ภายหลัง
การตาย cytochrome C ซ่ึงสามารถละลายน้ําไดจะผานเขาไปในไซโทพลาสซึม ถาความเขมขนของ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดสูงเพียงพอจะมีผลใหอนุภาคเหล็กถูกปลดปลอยออกจากฮีม ในขณะที่ความ
เขมขนของไฮโดรเจนเพอรออกไซดต่ํา เหล็กในฮีมจะถูกกระตุน  
 โลหะทรานซิชันที่อยูในลักษณะอนุมูลอิสระน้ัน unpaired electron สามารถทําปฏิกิริยาอยาง
รวดเร็วกับโมเลกุลของออกซิเจน ดังนั้นเฟอรรัส (Fe2+) สามารถกระตุนออกซิเจนและใหซุเพอร
ออกไซด (O2)  ดังน้ี 
   Fe2+   +    O2    Fe3+   +    O2 
 ซุเพอรออกไซด  สามารถเปลี่ยนแปลงโดยผานกระบวนการ  dismutation ซ่ึงเกิดขึ้นเองโดย
ธรรมชาติหรือเกิดจากเอนไซมซุเพอรออกไซดดิสมิวเตส  ดังน้ี 
  2O2   +   2H+    H2O2 + O2 
 ไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่เกิดขึ้นสามารถทําปฏิกิริยากับอะตอมของเฟอรรัส เกิดเปน
อนุมูลไฮดรอกซีอิสระ ดังน้ี 
  Fe2+ +   H2O2    Fe3+ + OH + OH- 
 อนุมูลอิสระไฮดรอกซีอิสระเหลาน้ีเปนตัวเริ่มตนใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในปลาหลายชนิดเกิดไดดีที่ pH 6.5-6.9 ซ่ึงเปน pH ของเนื้อปลา
ภายหลังการตาย และยังสามารถเกิดไดที่อุณหภูมิต่ํา 0-6C แตในสัตวปกและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
กิจกรรมจะเกิดขึ้นไดนอยที่อุณหภูมิต่ํา โดยเฉพาะในสวนของเมมเบรนของเนื่อเยื่อปลาที่เปนแหลง
ของไขมันที่ประกอบดวยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวสูงในปริมาณที่สูงกวาในไขมันทั่วไป ซ่ึงเมมเบรนจะ



 11 

เปนแหลงไขมันหลักในปลาเนื้อขาว สวนในปลาเนื้อดํา พบวามีไมโทคอนเดรียเปนองคประกอบรอย
ละ 40-45 ของปริมาตรเซลล 
 3. เหล็กที่เปนองคประกอบของฮีม 
 เมทไมโอโกลบินหรือเมทฮีโมโกลบินซ่ึงเปนโปรตีนฮีมที่เหล็กเปนองคประกอบอยูใน
โครงสรางสามารถทําปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเพอรออกไซด  แลวเกิดเปนสารผลิตภัณฑที่สามารถ
กอใหเกิดการเรงออกซิเดชัน ซ่ึงการเกิดขึ้นของไฮโดรเจนเพอรออกไซดในเน้ือเยื่อสามารถกระตุน
โปรตีนฮีม แลวกอใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันขึ้น 
 4. Singet oxygen 
 Singet oxygen ที่จะเกิดจากกระบวน photosensitization น้ีจะอยูในสภาวะที่ถูกกระตุนและมี
พลังงานที่สูง เรียกโมเลกุลบางชนิดที่สามารถดูดซับแสงแลวเปลี่ยนเปนสภาวะถูกกระตุนนี้วา 
sensitizers สารประกอบธรรมชาติที่เปน sensitizer ประกอบดวยไรโบฟลาวิน และพอรไพริน 
(porphyrin)   
 5. เอนไซม 
 ไลพอกซีจีเนส (lipoxygenase) หรือไดออกซีจีเนส (dioxygenase) เปนเอนไซมที่สามารถพบ
ไดในเหงือก หนัง และไขของปลา เอนไซมในหนังสามารถกอใหเกิดการเสื่อมเสียของไขมันในเนื้อเยื่อ
กลามเน้ือได  ไลพอกซีจีเนสสามารถทําปฏิกิริยาไดดีกับกรดไขมันที่เอสเทอริไฟดกับกลีเซอรอลเม่ือ
เปรียบเทียบกับกรดไขมันอิสระโดยเอนไซมสามารถปนเปอนลงไปในเนื้อปลาจากผิวหนัง โดยเฉพาะ
ในขั้นตอนการนํากระดูกออก  ในกระบวนการผลิตปลาบดหรือซูริมิ 
 
ไมโอโกลบิน 
 ไมโอโกลบินเปนโปรตีนทรงกลมที่มีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 16.8 กิโลดาลตันประกอบดวย
สวนที่เปนโปรตีนเรียกวา โกลบิน (globin) และสวนที่เปนรงควัตถุเรียกวา ฮีม (heme) โดยที่สวนของ
ฮีมจะซอนตัวอยูภายในโครงสรางของโกลบินซึ่งเปนสวนที่ไมชอบนํ้า และฮีมจะตออยูกับโกลบินตรง
ตําแหนงหมูอิมิดาโซล (imidazole) ของกรดอะมิโนฮีสทิดีน (รูปที่ 2) โมเลกุลของไมโอโกลบิน
สามารถจับกับออกซิเจนแบบยอนกลับไดจึงมีบทบาทสําคัญตอการลําเลียงและเก็บรักษาออกซิเจน
ใหแกกลามเน้ือ ซ่ึงการจับตัวกับออกซิเจนของไมโอโกลบินจะเปนเสนโคงแบบไฮเพอรโบลา 
(hyperbolic curve) ไมโอโกลบินประกอบดวยโครงสรางวงแหวนพอรไพริน  (porphyrin  ring)  ที่
ประกอบดวยอะตอมของเหล็ก  วงแหวนพอรไพรินประกอบดวยอะตอมไนโตรเจน  4  ตําแหนง  
จัดเรียงตัวในแนวระนาบ  ตําแหนงที่  5  จะจับกับฮีสติดีนของโปรตีนทรงกลม  (globular  protein)  
ตําแหนงที่  6  ใชสําหรับจับออกซิเจนหรือโมเลกุลขนาดเล็กอ่ืน ๆ  ซ่ึงมีบทบาทสําคัญตอสีของเนื้อ  
ปริมาณไมโอโกลบินขึ้นกับชนิดของกลามเน้ือ  กิจกรรมของกลามเนื้อ  ปริมาณออกซิเจน  การ
ไหลเวียนของเลือด  อายุของสัตว  โดยทั่วไปมักพบในกลามเน้ือดํา  ในขณะที่สัตวยังมีชีวิตเหลก็ทีพ่บ
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ประมาณรอยละ 10 จะอยูในรูปไมโอโกลบิน สวนใหญแลวจะอยูในรูปฮีโมโกลบินและบางสวนอีก
เล็กนอยจะอยูในรูปไซโตโครมหรือโปรตีนที่สะสมเหล็กอ่ืนๆ แตเม่ือผานการเอาเลือดออกเปนอยางดี
จะพบวาเหล็กที่พบในสัตวเหลาน้ันสวนใหญรอยละ 95 จะอยูในรูปไมโอโกลบิน ดังนั้นการ
เปลี่ยนแปลงสีของกลามเน้ือสวนใหญจึงขึ้นอยูกับไมโอโกลบินเปนสําคัญ (Belitz และคณะ, 2004) 
 

 
(a) (b) 
 

รูปที่ 2 โครงสรางสามมิติของไมโอโกลบิน (a) และการจับตัวของเหล็กกับโกลบินและออกซิเจนใน
โมเลกุลของไมโอโกลบิน (b) 
ที่มา ดัดแปลงจาก Belitz และคณะ (2004) 
 

ลักษณะสีที่ปรากฏของเน้ือสัตวเปนผลมาจากการดูดกลืนแสงของไมโอโกลบินและการ
กระจายแสงของเสนใยกลามเน้ือ ซ่ึงสีแดงสดของเนื้อเปนผลมาจากการดูดกลืนแสงที่สูงและมีการ
กระจายแสงท่ีต่ํา ดีออกซีไมโอโกลบินหรือไมโอโกลบินมีสีมวงแดง สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่นสูงสุด 555 นาโนเมตร ในขณะที่ออกซีไมโอโลบินซึ่งมีสีแดงสดจะมีสามารถดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่นสูงสุดที่ 542 และ 580 นาโนเมตร แตเม่ือไมโอโกลบินเกิดการออกซิเดชันจนกลายเปนเมท
ไมโอโกลบินซึ่งมีสีนํ้าตาลจะสามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 505 และ 635 นาโนเมตร 
(รูปที่ 3) สารประกอบบางชนิด เชน CO, NO, N3

- และ CN- สามารถจับกับไมโอโกลบินได
เชนเดียวกันกับออกซิเจนจึงสามารถใหสีและรูปแบบการดูดกลืนแสงเชนเดียวกันกับออกซีไมโอ
โกลบิน การจับตัวของออกซิเจนกับไมโอโกลบินเกิดขึ้นไดดีเม่ือคาพีเอชเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา
เหล็กอิสระที่หลุดออกมาจากโกลบิน (free heme, Fe2+-protophophyrin) จะไมสามารถจับกับ
ออกซิเจนไดแตสามารถเกิดการออกซิเดชันไดอยางรวดเร็วจนกลายเปนฮีมิน (hemin: Fe3+-
protophophyrin) (Edder, 1996) 
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รูปที่ 3 รูปแบบการดูดกลืนแสงของดีออกซีไมโอโกลบิน () ออกซีไมโอโกลบิน (- - - -) และเมท

ไมโอโกลบิน () 
ที่มา Eder (1996)  
 
ไมโอโกลบินในเน้ือปลา 
 ไมโอโกลบินจากปลามีองคประกอบของกรดอะมิโน (amino acid composition) แตกตางจาก
ไมโอโกลบินจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนม  โดยไมโอโกลบินของปลาประกอบดวยซิสเตอีน  ในกรดอะมิโน  
146  ตัว  พบวากรดอะมิโนจํานวน  79-85 ตัว ในลําดับของกรดอะมิโน (amino acid sequence) จะ
แตกตางจากไมโอโกลบินจากสัตวอ่ืน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
 
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไมโอโกลบิน 
 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไมโอโกลบินกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของเนื้อปลาในระหวางเก็บ
รักษา  โดยไมโอโกลบินจะเปลี่ยนเปนเมทไมโอโกลบิน (metmyoglobin)  ซ่ึงมีสีนํ้าตาล (รูปที่ 4) 
นอกจากนี้ไมโอโกลบินยังทําหนาที่เปนโปรออกซิแดนซของปฏิกิริยาออกซิเดชันในไขมัน  (สุทธวัฒน 
เบญจกุล, 2548) ไมโอโกลบินในปลามีความวองไวตอปฏิกิริยาออกซิเดชันที่สูงกวาสัตวเลี้ยงลูกดวย
นมประมาณ  2.5  เทา  โดยเฉพาะที่อุณหภูมิสูงและพีเอชตํ่า  เชน  ในสภาวะการเก็บรักษาปลาที่มี
กาซคารบอนไดออกไซดปริมาณสูงเพ่ือชะลอการเสื่อมเสียของสัตวนํ้ามีผลเรงการเกิดปฏิกิริยาของ
ออกซิเดชันของออกซิไมโอโกลบินไปเปนเมทไมโอโกลบินและมีผลใหสีเปลี่ยนแปลงไป  ระหวางการ
เก็บรักษาปลาทูนาในสภาวะแชแข็ง  พบวามักเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของเนื้อปลาอันเปนผลจากการ
เกิดเมทไมโอโกลบิน  อุณหภูมิการเก็บรักษามีผลโดยตรงตออัตราการเกิดเมทไมโอโกลบิน  โดยการ



 14 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -33C สามารถชะลอการเปลี่ยนแปลงสีไดอยางมีประสิทธิภาพ  พลังงาน
กระตุน  (apparent  activation  energy, Ea)  ในการเกิดเมทไมโอโกลบินในปลาสคิปแจคมีคาเทากับ  
25.2, 90.5  และ  18.3  kcal/mole  เม่ือเก็บรักษาช้ินปลาที่อุณหภูมิ  -2, -2  ถึง-5 และ -5C 
ตามลําดับ การเปลี่ยนแปลงสีของปลาที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําหรือเก็บรักษาในสภาวะแชแข็ง
สามารถชะลอไดโดยการใหผิวหนาของชิ้นปลาสัมผัสกับออกซิเจนที่ระดับต่ํา  ซ่ึงสามารถเปลี่ยนออก
ซิไมโอโกลบินเปนไมโอโกลบิน  หลังจากน้ันจึงใหชิ้นปลาสัมผัสกับคารบอนมอนอกไซดปริมาณนอย
เพ่ือเปลี่ยนไมโอโกลบินไปเปนคารบอกซีไมโอโกลบิน  (carboxymyoglobin)  ซ่ึงมีความทนทานตอ
ปฏิกิริยาออกซิเดชันไดดีกวาออกซิไมโอโกลบิน (สุทธวัฒน เบญจกุล, 2548) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 การเปลี่ยนแปลงของไมโอโกลบิน 
ที่มา  สุทธวัฒน เบญจกุล (2548) 
 

การออกซิเดชันอยางชา ๆ แบบตอเน่ืองของไมโอโกลบินทําใหไมโอโกลบินกลายเปนเมทไม
โอโกลบินซ่ึงมีสี นํ้ าตาล  การเกิดออกซิเดชันดังกลาวเรียกวา  การเกิดออโตออกซิเดชัน 
(autooxidation) หรือการออกซิเดชันดวยตัวเอง ซ่ึงสามารถถูกเหน่ียวนําใหเกิดขึ้นมาไดเม่ือคาพีเอ
ชดลง ซ่ึงในระหวางที่คาพีเอชลดลงนั้นจะทําใหโกลบินและฮีมเกิดการหลุดออกจากกัน (dissociation) 
จึงทําใหฮีมงายตอการเกิดออกซิเดชันมากขึ้น ภายหลังที่สัตวตาย เน้ือสัตวจะมีพีเอชประมาณ 7 และ
จะทําใหโครงสรางของไมโอโกลบินมีเสถียรภาพ แตเม่ือกลามเน้ือเกิดการไกลโคไลซีสซ่ึงจะสงผลให
เน้ือสัตวมีพีเอชจะลดลงเปน 5-6 จะทําใหไมโอโกลบินเกิดการออโตออกซิเดชันไดงายขึ้น นอกจากน้ี
แลวเสถียรภาพของไมโอโกลบินยังขึ้นอยูกับอุณหภูมิอีกดวย เชน เม่ือพิจารณาการเปลี่ยนแปลงสีของ
เน้ือที่อุณหภูมิตางๆ พบวา เน้ือสดที่มีพีเอชเทากับ 5 จะสามารถเก็บรักษาที่ 25C ไดประมาณ 2.8 
ชั่วโมงแตถาเก็บรักษาที่ 0C จะสามารถชะลอการเปลี่ยนแปลงสีไดนานถึง 5 วัน (Foegeding และ
คณะ, 1996) 
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ระเบียบวิธีวิจัย   
ตอนที่ 1 การศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของกลามเน้ือปลาโอ และปลาดุก 

การทดลองคร้ังน้ีใชปลา 2 ชนิด คือ ปลาโอ (frigate mackerel; Auxis thazard) และปลาดุก 
(Gunther’s walking catfish; Clarias macrocephalus) เพ่ือเปนตัวแทนของปลาน้ําเค็มและปลาน้ําจืด
ที่มีปริมาณไขมันสูง ตามลําดับ โดยใชตัวอยางปลาชนิดละ 5 กิโลกรัม นํามาลางทําความสะอาดโดย
ใชนํ้าเย็น (4C) จากน้ันทําการแลเน้ือปลาออกเปน 2 กลุม คือ กลามเน้ือดํา และกลามเน้ือขาว ซ่ึงจะ
ทําการแยกกลามเน้ือดําไดจากบริเวณเสนขางลําตัวของปลา (lateral line) และใชกลามเน้ือทั่วไป 
(ordinary muscle) ทั้งสวนบน (dorsal muscle) และสวนลาง (ventral muscle) เปนตัวแทนของ
กลามเนื้อขาว แตจะไมนําสวนของกลามเนื้อทอง (belly muscle) มาใชในการศึกษาในครั้งน้ี นํา
กลามเน้ือดําและกลามเน้ือขาวที่แยกไดมาบดใหละเอียดดวยเครื่องบดเน้ือ จากน้ันทําการสุมตัวอยาง
เพ่ือทําการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของกลามเน้ือ ไดแก 

1. วิเคราะหปริมาณความชื้น ไขมันรวม โปรตีน และเถา (proximate composition) ตามวิธีการ
ของ AOAC (2000) 

2. การแยกสวนโปรตีนกลามเน้ือ ซ่ึงจะทําการแยกโดยอาศัยคุณสมบัติในการละลายออกเปน 5 
สวนไดแกสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน โปรตีนซารโคพลาสมิค โปรตีนไมโอไฟบริล 
โปรตีนที่ละลายไดในดาง และสโตรมา ตามวิธีของ Hashimoto และคณะ (1975)  

3. ตรวจสอบรูปแบบและน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนกลามเน้ือปลา โดยใชเทคนิค SDS-PAGE 
(4% stacking gel และ 10% running gel) (Leammli, 1970)  

4. ตรวจวัดพีเอช (Benjakul และคณะ, 1997) 
5. วิเคราะหปริมาณไมโอโกลบินในกลามเน้ือปลาดวยการสกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร แลววัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตรตามวิธีการของ Benjakul และ Bauer 
(2001) แลวคํานวณความเขมขนของไมโอโกลบิน โดยใช millimolar extinction coefficient 
เทากับ 7.6 

6. วิเคราะหปริมาณฟอสโฟลิปด ตามวิธีการของ Stewart (1980) และแคโรทีนอยดทั้งหมด ตาม
วิธีการของ Zheng และคณะ (2010) 

7. ศึกษาเสถียรภาพของไขมันตอการออกซิเดชันโดยการติดตามคา Induction time ดวยเครื่อง 
Rancimat 

8. ตรวจวัดปริมาณโซเดียมคลอไรด (AOAC, 2000) 
9. ตรวจวัดปริมาณเหล็ก คอปเปอร และเซเลเนียม ดวยเครื่อง inductively coupled plasma 

optical emission spectrophotometer (ICP-OES) ตามวิธีการของ AOAC (2000) ซ่ึงเหล็ก
และคอปเปอรจัดเปน prooxidants ที่สําคัญ สวนการวัดปริมาณเซเลเนียมก็เพ่ือบงชี้ถึงการมี
อยูของเอนไซมกลูตาไธโอนเพอรออกซิเดส ซ่ึงเปน antioxidative enzyme ในกลามเนื้อ 



 16 

10. วัดสี โดยวัดคา L* a* และ b* และรายงานคาดัชนีสีแดง (redness index; a*/b*) ตามวิธีการ
ของ Chaijan และคณะ (2005) 
 

ตอนที่ 2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่นในกลามเน้ือปลาโอและ

ปลาดุก ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่ 4C เปนเวลา 15 วัน 
ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่น ในกลามเน้ือดํา (dark 

muscle) กลามเน้ือขาว (ordinary muscle) และกลามเน้ือรวม (whole muscle) ของปลาโอและปลา
ดุก ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่ 4C เปนเวลา 15 วัน โดยเก็บรักษาตัวอยางปลาบดแตละ
ชนิด ในถุงโพลิเอธิลีนถุงละ 200 กรัม จํานวน 12 ถุง สําหรับการสุมตัวอยางคร้ังละ 3 ถุง จํานวน 4 
คร้ัง (วันที่ 0 5 10 และ 15 ของการเก็บรักษา) เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงของไขมันไมโอโกลบิน สี 
และกลิ่นผิดปกติ ไดแก 

1. ปริมาณกรดไขมันอิสระ (Lowry และ Tinsley, 1976)  
2. คา peroxide value (PV) ตามวิธีการของ Shantha และ Decker (1994) 
3. คา thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) ตามวิธีการของ Buege และ Aust 

(1978)  
4. คา conjugated diene ตามวิธีการของ Undeland และคณะ (1998) โดยนําไขมันที่สกัดไดมา

ละลายใน isooctane แลววัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตร 
5. การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ oxymyoglobin และ metmyoglobin โดยทําการสกัดไมโอ

โกลบินดวย 40 mM phosphate buffer, pH 6.8 ตามวิธีการของ Chaijan และคณะ (2005) 
6. ปริมาณ heme iron และ non-heme iron (Benjakul และ Bauer, 2001)  
7. วัดสีของเนื้อปลา โดยวัดคา L* a* และ b* และรายงานคาดัชนีสีแดง (redness index; a*/b*) 

(Chaijan และคณะ, 2005) 
8. คาพีเอช (Benjakul และคณะ, 1997) 
9. คา TVB โดยใชวิธี Conway ตามวิธีการที่รายงานโดย Hasegawa (1987) 
10. ปริมาณคารบอนิลของโปรตีนตามวิธีการของ Mercier และคณะ (2000) 

 
 
 
 
 
 
 



 17 

ตอนที่ 3 ศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมัน ของปลาโอและปลาดุก
ในระบบจําลอง 

 1. สกัดและทําบริสุทธิ์ไมโอโกลบินจากกลามเน้ือดําของปลาโอ และปลาดุก ตามวิธีการของ 
Chaijan และคณะ (2007) จากน้ันทําการเตรียม ferrous myoglobin โดยการรีดิวซดวย sodium 
dithionite ตามวิธีการของ Millar และคณะ (1996) 

 2. สกัดไขมันจากกลามเน้ือรวมของปลาโอและปลาดุก ตามวิธีการของ Bligh และ Dyer 
(1959) 

 3. ศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันในระบบจําลอง lecithin - 
liposome (ดัดแปลงวิธีการของ Yin และ Faustman, 1994) ซ่ึงเตรียมระบบจําลอง lecithin - 
liposome โดยการละลายเลซิธิน (8 mg/ml) กับไขมันจากกลามเน้ือปลา (4 mg/ml) ใน 40 mM 
phosphate buffer pH 7.0 จากน้ันแบงชุดการทดลองเพื่อศึกษา ดังน้ี 

3.1 ศึกษาผลของความเขมขนของ ferrous myoglobin และอุณหภูมิตอการเกิด
ออกซิเดชันของไขมัน โดยทําการเติม ferrous myoglobin ที่ละลายอยูใน 40 mM phosphate buffer 
pH 7.0 ความเขมขน 0, 0.005, 0.01, 0.05 และ 0.1 mM (ชุดควบคุมจะทําการเติมบัฟเฟอรแทนไม
โอโกลบิน) จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที ในที่มืด ทําการสุม
ตัวอยางเพ่ือวิเคราะหคา conjugated diene และ TBARS ในเวลาที่ 0 30 60 90 120 150 และ 180 
นาที โดยรายงานคา conjugated diene ในรูปของ OD 234 nm และรายงานผลคา TBARS ในรูป
ของ OD 532 nm จากน้ันคัดเลือกความเขมขนของ ferrous myoglobin ที่ทําใหเกิดการออกซิเดชัน
ของไขมันสูงที่สุดเพ่ือศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกิดออกซิเดชันของไขมัน โดยศึกษาที่
อุณหภูมิ 4 25 และ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงแสดงถึงการเก็บรักษาแบบแชเย็น การเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง และสภาวะเรงตามลําดับ เปนเวลา 180 นาที ในที่มืด ทําการสุมตัวอยางเพ่ือวิเคราะห
คา conjugated diene และ TBARS เม่ือครบ 180 นาที  

3.2 ศึกษาผลของพีเอชตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin 
โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome เชนเดียวกับขอ 3.1 แตจะทําการคัดเลือกสภาวะที่ทําใหเกิดการ
ออกซิเดชันของไขมันสูงที่สุดจากขอ 3.1 มาศึกษาในขั้นตอนนี้ (ความเขมขนของ ferrous 
myoglobin, อุณหภูมิ, เวลา) ซ่ึงในขั้นตอนนี้จะใชบัฟเฟอรพีเอช 5 6 7 และ 8 เพ่ือเปนตัวแทนพีเอช
ของกลามเน้ือในสภาวะตาง ๆ ไดแก physiological pH (พีเอชประมาณ 7.0), post mortem pH ที่
ปกติ (มีคา ultimate pH ประมาณ 6-7), สภาวะท่ีเกิดไกลโคไลซีสมากกวาปกติ (ultimate pH 
ประมาณ 5-6) และสภาวะที่เกิดไกลโคไลซีสนอยกวาปกติ (ultimate pH ประมาณ 7-8) จากน้ันทํา
การสุมตัวอยางเพ่ือตรวจวัดคา conjugated diene และ TBARS เชนเดียวกันกับขอ 3.1 

3.3 ศึกษาผลของเกลือตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin 
โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome เชนเดียวกับขอ 3.1 โดยเลือกใชความเขมขนของไมโอโกลบิน 
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เวลา อุณหภูมิ ที่มีผลเรงการออกซิเดชันของไขมันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.1 และเลือกใชพีเอชที่ใหผล
ในการเรงออกซิเดชันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.2 แตในการทดลองข้ันตอนนี้จะทําการเติมเกลือโซเดียม
คลอไรดลงไปรอยละ 0, 0.25, 2.5 และ 5 ของปริมาตรของระบบจําลอง จากน้ันทําการสุมตัวอยาง
เพ่ือตรวจวัดคา conjugated diene และ TBARS เชนเดียวกันกับขอ 3.1 

3.4 ศึกษาผลของไฮโดรเจนเพอรออกไซดตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย 
ferrous myoglobin โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome เชนเดียวกับขอ 3.1 แตจะทําการเติมโฮโดร
เจนเพอรออกไซดลงไปในรอยละ 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 12.5 และ 25 ของปริมาตรของระบบ
จําลอง เพ่ือจําลอง Fenton reaction (Fe2+ + H2O2Fe3+ + OH- + OH) โดยเลือกใชความเขมขน
ของไมโอโกลบิน เวลา อุณหภูมิ ที่มีผลเรงการออกซิเดชันของไขมันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.1 และ
เลือกใชพีเอชที่ใหผลในการเรงออกซิเดชันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.2 จากนั้นทําการสุมตัวอยางเพื่อ
ตรวจวัดคา conjugated diene และ TBARS เชนเดียวกันกับขอ 3.1 

3.5 ศึกษาผลของ EDTA ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin 
โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome เชนเดียวกับขอ 3.1 โดยเลือกใชความเขมขนของไมโอโกลบิน 
เวลา อุณหภูมิ ที่มีผลเรงการออกซิเดชันของไขมันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.1 และเลือกใชพีเอชที่ใหผล
ในการเรงออกซิเดชันสูงสุดจากขั้นตอนที่ 3.2 แตในการทดลองขั้นตอนนี้จะทําการเติม EDTA ลงไป
ใหมีความเขมขนสุดทายในระบบจําลองเทากับ 0, 0.5, 1, 5 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ของปริมาตร
ของระบบจําลอง (ดัดแปลงจาก Richards และ Li , 2004) จากน้ันทําการสุมตัวอยางเพ่ือตรวจวัดคา 
conjugated diene และ TBARS เชนเดียวกันกับขอ 3.1 
 
ผลและวิจารณผลการทดลอง 
ตอนที่ 1 การศึกษาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของกลามเน้ือปลาโอ และปลาดุก 

จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของกลามเน้ือปลาโอและปลาดุก พบวา กลามเน้ือปลาโอ
และกลามเน้ือปลาดุกมีคุณลักษณะและองคประกอบทางเคมีและฟสิกสที่แตกตางกัน และ
องคประกอบเหลาน้ีในปลาชนิดเดียวกันจะมีความผันแปรขึ้นอยูกับชนิดของกลามเน้ือ (ตารางที่ 1) 
เม่ือพิจารณาองคประกอบทางเคมีเบื้องตนของกลามเน้ือ พบวา กลามเนื้อปลาทั้ง 2 ชนิด มีความชื้น
เปนองคประกอบหลักซ่ึงมีคาอยูในชวงรอยละ 71.55-75.68 ขึ้นอยูกับชนิดของปลาและชนิดของ
กลามเน้ือ โดยกลามเน้ือดําของปลาดุกมีความชื้นมากที่สุด (p<0.05) โดยทั่วไปแลวกลามเน้ือปลาโอ
ทั้งในสวนเนื้อดําและเนื้อขาวมีโปรตีนเปนองคประกอบสูงกวากลามเน้ือปลาดุก (p<0.05) และในทาง
ตรงกันขาม กลามเนื้อปลาดุกโดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเนื้อดํามีไขมันเปนองคประกอบสูงกวา
กลามเน้ือปลาโอ (p<0.05) สวนปริมาณเถาพบวากลามเน้ือปลาทั้งหมดมีปริมาณเถาอยูในชวงรอยละ 
1.08-1.21 จากการแยกสวนโปรตีนกลามเนื้อโดยอาศัยความสามารถในการละลาย พบวา โปรตีนไม
โอไฟบริลเปนโปรตีนหลักที่พบในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด และปริมาณโปรตีนไมโอไฟบริลพบได
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มากกวาในกลามเน้ือปลาโอเม่ือเปรียบเทียบกับปลาดุกทั้งในสวนของกลามเน้ืดดําและกลามเน้ือขาว 
(p<0.05) กลามเน้ือขาวของปลาโอประกอบดวยสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีน (non-protein 
nitrogen) สูงสุด (p<0.05) รองลงมาคือ กลามเน้ือดําของปลาโอ และกลามเน้ือทั้ง 2 ชนิดของปลาดุก 
ตามลําดับ เม่ือพิจารณาปริมาณโปรตีนซารโคพลาสมิคในกลามเน้ือปลา สามารถเรียงลําดับจากมาก
ไปนอยไดดังน้ี กลามเน้ือดําของปลาโอ > กลามเนื้อขาวของปลาโอ > กลามเน้ือดําของปลาดุก > 
กลามเน้ือขาวของปลาดุก สวนปริมาณโปรตีนสโตรมาซึ่งเปนโปรตีนของเนื้อเยื่อเก่ียวพัน พบวา 
กลามเน้ือดํามีปริมาณสูงกวากลามเน้ือขาวในปลาทั้ง 2 ชนิด โดยพบมากที่สุดในกลามเน้ือดําของปลา
โอ (p<0.05) สําหรับปริมาณโปรตีนที่ละลายในดาง ซ่ึงสวนใหญเปนโปรตีนไมโอไฟบริลและซารโคพ
ลามิคที่สูญเสียสภาพธรรมชาติ พบวา กลามเนื้อขาวของปลาดุกมีปริมาณโปรตีนที่ละลายในดางสูง
ที่สุด (p<0.05) เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณสารสีที่เปนองคประกอบในกลามเนื้อปลาซึ่งไดแก ไมโอ
โกลบินและแคโรทีนอยด พบวา ปลาโอโดยเฉพาะอยางยิ่งในกลามเนื้อดํามีปริมาณไมโอโกลบินสูง
กวาปลาดุกอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยกลามเน้ือดําและกลามเน้ือขาวของปลาโอมีปริมาณไมโอ
โกลบินสูงกวาปลาดุกประมาณ 2.5 เทา และ 8.25 เทา ตามลําดับ สวนปริมาณแคโรทีนอยด พบวา 
ปลาดุกทั้งในสวนของกลามเนื้อดําและกลามเนื้อขาวมีปริมาณแคโรทีนอยดสูงกวาปลาโอประมาณ 
12.6 เทา และ 33.6 เทา ตามลําดับ ปริมาณฟอสโฟลิปดในกลามเน้ือขาวของปลาโอมีคาสูงสุด 
รองลงมาคือ กลามเน้ือดําของปลาโอ กลามเนื้อขาวของปลาดุก และกลามเนื้อดําของปลาดุก 
(p<0.05) ตามลําดับ สวนปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด พบวา กลามเนื้อปลาโอทั้งในสวนกลามเน้ือ
ดําและกลามเน้ือขาวมีคาสูงกวากลามเน้ือปลาดุก (p<0.05) เม่ือพิจารณาปริมาณแรธาตุไดแก เหล็ก 
ทองแดง และเซเลเนียมซึ่งมีบทบาทตอการเกิดออกซิเดชันขององคประกอบในกลามเน้ือปลา พบวา 
กลามเน้ือดําของปลาโอมีแรธาตุเหลาน้ีเปนองคประกอบมากที่สุด (p<0.05) เม่ือพิจารณาคาพีเอช
พบวา กลามเน้ือขาวของปลาทั้ง 2 ชนิด มีคาสูงกวากลามเน้ือดํา (p<0.05) เม่ือพิจารณารูปแบบของ
โปรตีนกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด (รูปที่ 5) พบวา ไมโอซินเสนหนัก และ แอกติน เปนโปรตีนหลักที่พบ
ในกลามเนื้อปลาทั้ง 2 ชนิด และพบความเขมของแถบโปรตีนดังกลาวมีแนวโนมสูงกวาในกลามเนื้อ
ขาวโดยเฉพาะอยางยิ่งในกลามเน้ือปลาดุก จากการวัดคาสีของกลามเน้ือปลาดุกและปลาโอ (ตารางที่ 
2) พบวา ปลาโอโดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนของกลามเน้ือดํา มีความสวาง (L*) และความเปนสีเหลือง 
(b*) ต่ําสุด มีความเปนสีแดง (a*) และดัชนีสีแดง (a*/b*) สูงสุด (p<0.05) แสดงวากลามเน้ือดําของ
ปลาโอมีสีแดงคล้ําสูงสุด จากการวิเคราะหเสถียรภาพของไขมันที่สกัดจากกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด 
ดวยเครื่อง Rancimat (ตารางที่ 3) พบวา ไขมันจากกลามเน้ือดําของปลาทั้ง 2 ชนิด มีคา induction 
time ต่ําสุด แสดงใหเห็นวามีความวองไวตอการเกิดออกซิเดชันไดเร็วกวากลามเน้ือขาว 
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Table 1 Chemical compositions of frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish (Clarias 
macrocephalus) muscles  

Frigate mackerel Catfish 
Compositions 

Ordinary Dark Ordinary Dark 
Proximate composition 
(% wet muscle) 

    

    Moisture 75.010.01c 73.700.27b 71.550.25a 75.680.27d 
    Crude protein 23.080.05c 23.210.19c 18.700.34b 18.190.09a 
    Crude fat 0.840.01a 1.900.00b 8.540.04d 5.050.02c 
    Ash 1.080.00a 1.190.00c 1.210.01d 1.090.01b 
Nitrogenous composition  
(mg/g wet muscle) 

    

    Non-protein nitrogen 5.190.01c 4.870.00b 2.290.01a 2.260.01a 
    Sarcoplasmic protein 10.670.12c 11.540.36d 9.300.06a 9.850.24b 
    Myofibrillar protein 30.811.28b 30.022.07b 21.990.73a 23.520.24a 
    Stromal protein 12.090.30b 17.441.03d 10.630.06a 16.120.12c 
    Alkaline-soluble protein 11.450.05b 11.490.06b 17.260.23c 8.990.00a 
Carotenoid (mg/g) 0.130.01a 0.320.01b 4.370.07d 4.030.05c 
Myoglobin (mg/g) 6.190.01c 7.520.02d 0.750.01a 3.010.03b 
Phospholipid (mg/100g lipid) 23.072.97d 16.573.03c 9.690.61b 2.630.42c 
Sodium chloride (%) 1.200.03c 1.150.03c 0.770.04a 0.900.09b 
Minerals (mg/kg)     
    Iron 5.670.45b 24.840.87c 2.880.10a 5.450.35b 
    Copper 0.570.02b 2.280.22c 0.550.13b 0.220.02a 
    Selenium 2.290.10b 3.230.11c 1.220.12a 1.230.10a 
pH 6.160.16b 5.960.02a 6.860.01d 6.690.04c 
*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 
**Different letters under the same row indicate significant differences (P<0.05). 
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Table 2 Color of frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish (Clarias macrocephalus) 
muscles  

Frigate mackerel Catfish 
Color 

Ordinary Dark Ordinary Dark 
L* value 46.880.03b 35.350.15a 48.610.20c 48.430.16c 
a* value 8.440.04b 9.810.30c 7.530.11a 8.710.22b 
b* value 13.020.05b 11.790.13a 25.090.11d 18.960.14c 
Redness index 0.650.00c 0.830.03d 0.300.00a 0.460.01b 
*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 
**Different letters under the same row indicate significant differences (P<0.05). 
 

Table 3 Induction time of lipid extracted from frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish 
(Clarias macrocephalus) muscles  

Species Muscle type Induction time (hr) 

Ordinary 1.040.02b 
Frigate mackerel 

Dark 0.840.01a 
Ordinary 1.530.10c 

Catfish 
Dark 0.870.03a 

*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 
**Different letters under the same column indicate significant differences (P<0.05). 
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      M      1       2      3       4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 SDS-PAGE patterns of dark and ordinary muscles from Frigate mackerel and 
catfish under reducing condition. M, molecular weight standards; 1, Frigate mackerel ordinary 
muscle; 2, Frigate mackerel dark muscle; 3, catfish ordinary muscle; 4, catfish dark muscle. 
MHC, myosin heavy chain; AC, actin. 
 
ตอนที่ 2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่นในกลามเน้ือปลาโอและ

ปลาดุก ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่ 4C เปนเวลา 15 วัน 
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของไขมัน ไมโอโกลบิน สี และกลิ่น ในกลามเน้ือดํา (dark 

muscle) กลามเน้ือขาว (ordinary muscle) และกลามเน้ือรวม (whole muscle) ของปลาโอและปลา
ดุก ระหวางการเก็บรักษาแบบแชเย็นที่ 4C เปนเวลา 15 วัน พบวาคาพีเอช ของกลามเนื้อทั้ง 3 
ชนิดของปลาโอสูงกวากลามเน้ือปลาดุกตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา และคาพีเอชของกลามเน้ือ
ปลาทั้งหมดเกิดการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษานานขึ้น (รูปที่ 6) สวนคา 
TVB พบวากลามเน้ือปลาทุกชนิดจะมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตลอดอายุการเก็บรักษาโดยเฉพาะอยางยิ่งใน
กลามเน้ือดําของปลาโอ การเพ่ิมขึ้นของคา TVB แสดงใหเห็นถึงการเพ่ิมขึ้นของดางที่ระเหยได
เน่ืองจากการยอยสลายโปรตีนดวยกิจกรรมของเอนไซมภายในเนื้อปลาและกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย 
(รูปที่ 7) เม่ือพิจารณาปริมาณกรดไขมันอิสระซึ่งเกิดจากการยอยสลายของไขมันในระหวางการเก็บ
รักษา ซ่ึงแสดงในรูปที่ 8 พบวา การเปลี่ยนแปลงจะเกิดขึ้นอยางเดนชัดในกลามเน้ือปลาโอทั้งในสวน
กลามเนื้อดํา กลามเน้ือขาวและกลามเนื้อรวม สวนกลามเนื้อปลาดุกน้ันเกิดการเปลี่ยนแปลงเพียง
เล็กนอย แสดงใหเห็นวากลามเน้ือปลาโอนาจะมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสและฟอสโฟไลเปสสูงกวา
กลามเน้ือปลาดุกจึงทําใหเกิดการยอยสลายของไขมันไดมากกวา การติดตามการออกซิเดชันของ
ไขมันในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิดดวยคา conjugated diene (CD) (รูปที่ 9) peroxide value (PV) 

MHC

AC

206 

kDa 

45 

36
29
24

116 

97 
  66 
55 



 23 

(รูปที่ 10) และ thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (รูปที่ 11) พบวาคา CD ของ
กลามเน้ือรวมและกลามเน้ือขาวของปลาดุก และกลามเน้ือขาวของปลาโอมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษา ในขณะที่คา CD ของกลามเน้ือดําของปลาดุก กลามเน้ือรวมและกลามเน้ือดํา
ของปลาโอมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในชวงแรกและลดลงในชวงหลังของการเก็บรักษา แสดงใหเห็นวา อัตรา
การเกิดและอัตราการสลายตัวของ CD มีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของปลาและชนิดของ
กลามเน้ือ สวนคา PV พบวาการเปลี่ยนแปลงในระหวางการเก็บรักษาของกลามเน้ือปลาทุกชนิดมี
แนวโนมเหมือนกันกลาวคือเกิดการเพ่ิมขึ้นในชวง 5 วันแรกของการเก็บรักษาและลดลงอยางตอเน่ือง
ตลอดอายุการเก็บรักษา ซ่ึงขึ้นอยูกับอัตราการเกิดและอัตราการสลายตัวของไฮโดรเพอรออกไซด 
จากการทดลองพบวา กลามเนื้อดําของปลาทั้ง 2 ชนิดมีแนวโนมใหคา PV สูงสุดตลอดอายุการเก็บ
รักษา แสดงใหเห็นวาไขมันที่เปนองคประกอบในกลามเน้ือดํามีความวองไวตอการเกิดออกซิเดชัน
และทําใหเกิดการสะสมของผลิตภัณฑจากการออกซิเดชันขั้นปฐมภูมิในรูปไฮโดรเพอรออกไซดสูง
กวากลามเน้ือขาวและกลามเน้ือรวม สวนคา TBARS ซ่ึงบงชี้ผลิตภัณฑขั้นทุติยภูมิจากการ
ออกซิเดชันของไขมัน พบวากลามเนื้อปลาโอทุกชนิดมีคาสูงกวากลามเน้ือปลาดุกตลอดระยะเวลา
การเก็บรักษา แสดงใหเห็นวาไขมันในกลามเน้ือปลาโอมีความวองไวและมีอัตราการเกิดออกซิเดชัน
สูงกวาไขมันในกลามเน้ือปลาดุก เม่ือพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเหล็กที่เปนองคประกอบ
ในฮีม (heme iron) (รูปที่ 12) และปริมาณเหล็กที่ไมไดเปนองคประกอบในฮีม (non-heme iron) (รูป
ที่ 13) ในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิดระหวางการเก็บรักษา พบวา ปริมาณ heme iron มีแนวโนมลดลง
ในกลามเน้ือปลาโอ และมีแนวโนมคงที่ในกลามเน้ือปลาดุก สวนปริมาณ non-heme iron พบวา 
กลามเน้ือปลาโอโดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเน้ือดํามีคาสูงกวาตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา และพบ
การเปลี่ยนแปลงปริมาณ non-heme iron เพียงเล็กนอยในระหวางการเก็บรักษาในกลามเน้ือปลาทั้ง 
2 ชนิด เม่ือพิจารณาการเปลี่ยนแปลงปริมาณ oxymyoglobin (รูปที่ 14) และ metmyoglobin (รูปที่ 
15) พบวา การเปลี่ยนแปลงของกลามเนื้อปลาทั้ง 2 ชนิด มีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกัน กลาวคือมี
แนวโนมลดลงเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มขึ้นแสดงใหเห็นวา oxymyoglobin เกิดการ
ออกซิเดชันไปเปน metmyoglobin และเกิดการออกซิเดชันตอเน่ืองไปเปนอนุพันธอ่ืน ๆ  ซ่ึงการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวสงผลใหกลามเน้ือปลาทั้งหมดเกิดการเปลี่ยนแปลงสี จากการวิเคราะหดัชนีสี
แดง (redness index) ของกลามเน้ือปลา (รูปที่ 16) พบวา กลามเน้ือปลาดุกมีแนวโนมของดัชนีสีแดง
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย ในขณะที่การเปลี่ยนแปลงดัชนีสีแดงจะเกิดขึ้นอยางเดนชัดในกลามเน้ือ
ปลาโอ โดยเฉพาะอยางยิ่งกลามเนื้อดํา ซ่ึงมีแนวโนมลดลงในวันที่ 0-10 และเพิ่มขึ้นในวันที่ 15 ของ
การเก็บรักษา ซ่ึงสะทอนถึงการเกิดสีคล้ําและการเปลี่ยนแปลงสีของกลามเน้ือปลาชนิดน้ีระหวางการ
เก็บรักษา เม่ือพิจารณาการเปลี่ยนแปลงปริมาณ protein carbonyl (รูปที่ 17) ซ่ึงบงชี้การออกซิเดชัน
ของโปรตีนในกลามเน้ือปลาทั้ง 2 ชนิด ระหวางการเก็บรักษา พบวา การเปลี่ยนแปลงมีแนวโนม
เหมือนกันคือ เกิดการเพ่ิมขึ้นในชวงแรกของการเก็บรักษา ลดลง และเพิ่มขึ้นอีกคร้ังในชวงสุดทาย
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ของการเก็บรักษา ยกเวนในกลามเน้ือขาวและกลามเน้ือรวมของปลาดุก ซ่ึงมีการเพ่ิมขึ้นในชวงแรก
และลดลงอยางตอเน่ืองตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาอัตราการเกิด                     
ออกซิเดชันของโปรตีนมีความผันแปรขึ้นอยูกับชนิดของปลาและชนิดของกลามเน้ือ 
 

 
Figure 6 Changes in pH of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles from Frigate 

mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
 

 
Figure 7 Changes in total volatile base nitrogen (TVB) content of whole (W), dark (D) and 
ordinary (O) muscles from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage 
(4C) for 15 days. 
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Figure  8 Changes in free fatty acid (FFA) content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) 

muscles from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 
days. 
 

 
Figure  9 Changes in cojugated diene (CD) content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) 

muscles from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 
days. 
 



 26 

 
Figure 10 Changes in peroxide value (PV) of oil extracted from whole (W), dark (D) and 
ordinary (O) muscles from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage 
(4C) for 15 days. 
 

 
Figure 11 Changes in TBARS of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles from Frigate 

mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
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Figure 12 Changes in heme iron content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles from 

Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
 

 
Figure 13 Changes in non-heme iron content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles 

from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
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Figure 14 Changes in oxymyoglobin content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles 

from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
 

 
Figure 15 Changes in metmyoglobin conent of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles 

from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
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Figure 16 Changes in redness index of whole (W), dark (D) and ordinary (O) muscles from 

Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 days. 
 

 
Figure 17 Changes in protein carbonyl content of whole (W), dark (D) and ordinary (O) 

muscles from Frigate mackerel (Mac) and catfish (Cat) during refrigerated storage (4C) for 15 
days. 
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ตอนที่ 3 ศึกษาผลของไมโอโกลบินตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันของปลาโอและปลาดุกใน
ระบบจําลอง 

จากการศึกษาผลของความเขมขนของ ferrous myoglobin ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมัน
ของปลาโอและปลาดุกในระบบจําลอง โดยการวิเคราะหคา conjugated diene และ TBARS ใน
ระหวางการบม พบวา คา conjugated diene มีความผันแปรไมแนนอน เน่ืองจากคาดังกลาวบงชี้การ
ออกซิเดชันของไขมันในขั้นปฐมภูมิซ่ึงสารดังกลาวอาจมีการสรางและสลายตัวไดในอัตราที่แตกตาง
กันโดยไมขึ้นอยูกับปริมาณ ferrous myoglobin ที่เติมลงไป จึงทําใหคาที่ไดมีความผันแปรสูง แตโดย
ภาพรวมแลวการเติม ferrous myoglobin ลงไปจะทําใหระบบมีแนวโนมของคา conjugated diene สงู
กวาชุดควบคุม (รูปที่ 18 และ 19) เม่ือพิจารณาคา TBARS พบวา การเพ่ิมปริมาณ ferrous 
myoglobin ลงไปจะทําใหระบบจําลองมีแนวโนมของคา  TBARS เพ่ิมขึ้น ทั้งในปลาดุก (รูปที่ 20) 
และปลาโอ (รูปที่ 21) ซ่ึงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงคา TBARS ของระบบจําลองทั้งคูมีแนวโนม
เหมือนกันกลาวคือ มีคาเพ่ิมขึ้นในชวงแรกและลดลงในชวงหลังของการบม ซ่ึงการลดลงของคา 
TBARS น้ันอาจเกิดจากการหมดไปของสารตั้งตนประกอบกับการระเหยไปของแอลดีไฮดสายสั้นหรือ
การเปลี่ยนแปลงอยางตอเน่ืองไปเปนผลิตภัณฑอ่ืน ๆ อันเนื่องมาจากการออกซิเดชันที่เกิดอยาง
ตอเน่ือง โดยทั่วไปแลว ferrous myoglobin ที่ระดับความเขมขน 0.1 mM จะมีผลในการเรงการ
ออกซิเดชันของไขมันสูงสุดทั้งในปลาดุกและปลาโอ ดวยเหตุน้ีจึงทําการคัดเลือกความเขมขนของ 
ferrous myoglobin ดังกลาวในการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเกิดออกซิเดชันของไขมัน โดยศึกษา
ที่อุณหภูมิ 4 25 และ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงแสดงถึงการเก็บรักษาแบบแชเย็น การเก็บรักษาที่
อุณหภูมิหอง และสภาวะเรงตามลําดับ เปนเวลา 180 นาที (รูปที่ 22 และ 23) จากการทดลอง พบวา 
คา conjugated diene ของปลาโอในทุก ๆ อุณหภูมิมีคาสูงกวาปลาดุก (p<0.05) และคา conjugated 
diene ในปลาโอมีคาสูงที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียสเม่ือเทียบกับที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (p<0.05) สวนคา conjugated diene ในปลาดุกในแตละอุณหภูมิมีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 
22) แตเม่ือพิจารณาคา TBARS กลับพบวา คา TBARS ของปลาดุกมีคาสูงกวาปลาโอในทุก ๆ 
อุณหภูมิ และมีคาสูงสุดที่ 25 องศาเซลเซียส (p<0.05)  (รูปที่ 23) สวนคา TBARS ในปลาโอมี
แนวโนมลดลงเม่ืออุณหภูมิในการบมเพ่ิมขึ้น จากการทดลองสามารถกลาวไดวา อัตราการ
ออกซิเดชันของไขมันในปลาที่เรงดวย ferrous myoglobin น้ันขึ้นอยูกับชนิดของปลาและอุณหภูมิ  
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Figure 18 Effect of ferrous myoglobin concentration on the formation of conjugated diene in 
lecithin-liposome model system from catfish.  
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Figure 19 Effect of ferrous myoglobin concentration on the formation of conjugated diene in 
lecithin-liposome model system from Frigate mackerel.  
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Figure 20 Effect of ferrous myoglobin concentration on the formation of TBARS in lecithin-
liposome model system from catfish.  
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Figure 21 Effect of ferrous myoglobin concentration on the formation of TBARS in lecithin-
liposome model system from Frigate mackerel.  
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Figure 22 Effect of temperature on the formation of conjugated diene in lecithin-liposome 
model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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Figure 23 Effect of temperature on the formation of TBARS in lecithin-liposome model 
system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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จากการศึกษาผลของพีเอชตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin 
โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome (ความเขมขนของ ferrous myoglobin เทากับ 0.1 mM 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที) พบวาคา conjugated diene ของปลาโอในทุก ๆ พี
เอชมีคาสูงกวาปลาดุก (p<0.05) และคา conjugated diene ในปลาโอและปลาดุกมีคาสูงที่สุดพีเอช 5 
และ 8 ตามลําดับ (p<0.05) (รูปที่ 24) แตเม่ือพิจารณาคา TBARS กลับพบวา คา TBARS ของปลา
ดุกมีคาสูงกวาปลาโอในทุก ๆ พีเอชและมีคาสูงสุดที่พีเอช 7 (p<0.05)  (รูปที่ 25) จากการทดลอง
สามารถกลาวไดวา พีเอชมีอิทธิพลตออัตราการออกซิเดชันของไขมันในปลาที่เรงดวย ferrous 
myoglobin ในปลาแตละชนิดแตกตางกัน โดยถาพิจารณาเฉพาะคา TBARS ซ่ึงเปนผลิตภัณฑขั้น
ทุติยภูมิที่ผานการเปลี่ยนแปลงมาจาก conjugated diene น้ันสามารถสรุปไดวา การออกซิเดชันของ
ไขมันในปลาโอและปลาดุกมีคาสูงสุดที่พีเอช 7  
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Figure 24 Effect of pH on the formation of conjugated diene in lecithin-liposome model 
system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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Figure 25 Effect of pH on the formation of TBARS in lecithin-liposome model system 
catalyzed by ferrous myoglobin.  
 

จากการศึกษาผลของเกลือตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin 
โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome (ความเขมขนของ ferrous myoglobin เทากับ 0.1 mM พีเอช 7
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที) โดยเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงไปรอยละ 0, 0.25, 
2.5 และ 5 ของปริมาตรของระบบจําลอง พบวา คา conjugated diene มีคาสูงที่สุดในปลาดุกใน
สภาวะที่มีเกลือรอยละ 2.5 (รูปที่ 26) สวนคา TBARS น้ันพบวา ปลาโอมีคา TBARS สูงกวาปลาดุก
ในทุก ๆ ระดับความเขมขนของเกลือ (รูปที่ 27) แตเปนที่นาสังเกตวา การเติมเกลือในปริมาณทีส่งูขึน้
จะทําใหคา TBARS มีแนวโนมลดลงในปลาทั้งสองชนิด ซ่ึงการลดลงของคา TBARS นั้นอาจเกิดขึ้น
ไดในสองกรณี กลาวคือ หากเกลือที่เติมลงไปมีผลในการเรงออกซิเดชันของไขมันอยางตอเน่ืองจนทํา
ให แอลดีไฮดเปลี่ยนไปเปนอนุพันธอ่ืน ๆ จึงทําใหตรวจวัดคา TBARS ไดนอยลง สวนในอีกกรณีคือ
เกลือดังกลาวมีผลในการชะลอการออกซิเดชันของไขมันโดยเฉพาะอยางยิ่งในขั้นตอนการเปลี่ยนผลิ
ภัณฑขั้นปฐมภูมิไปเปนผลิตภัณฑขั้นทุติยภูมิจึงทําใหคา TBARS ลดลง แตเม่ือพิจารณารวมกับคา 
conjugated diene ดวยแลวนั้น การลดลงของคา TBARS นาจะสัมพันธกับการออกซิเดชันอยาง
ตอเน่ืองมากกวาการยับยั้งการออกซิเดชัน เน่ืองจากไขมันไดผานการออกซิเดชันมาแลวในขั้นตน 
(conjugated diene มีคาสูงกวาชุดควบคุม) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงอยางตอเน่ืองของแอลดีไฮดที่
เปลี่ยนมาจากผลิตภัณฑขั้นปฐมภูมิจึงอาจถูกเหน่ียวนําใหเกิดขึ้นไดงายดวยเกลือที่มีอยู จึงทําให
ตรวจวัดคา TBARS ไดนอยลง 
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Figure 26 Effect of sodium chloride concentration on the formation of conjugated diene in 
lecithin-liposome model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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Figure 27 Effect of sodium chloride concentration on the formation of TBARS in lecithin-
liposome model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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จากการศึกษาผลของไฮโดรเจนเพอรออกไซดตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย 
ferrous myoglobin โดยเตรียมระบบ lecithin - liposome (ความเขมขนของ ferrous myoglobin 
เทากับ 0.1 mM พีเอช 7 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที) โดยเติมโฮโดรเจนเพอร
ออกไซดลงไปในรอยละ 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 12.5 และ 25 ของปริมาตรของระบบจําลอง เพ่ือ
จําลอง Fenton reaction (Fe2+ + H2O2Fe3+ + OH- + OH) ซ่ึงเปนปฏิกิริยาสําคัญที่เรงการ
ออกซิเดชันของไขมัน โดยเฉพาะอยางยิ่งในระบบที่มีเหล็ก พบวาคา conjugated diene ในปลาทั้ง
สองชนิดมีแนวโนมของการเปลี่ยนแปลงไมแนนอน (รูปที่ 28) ทั้งน้ีเน่ืองจากการสรางและการ
สลายตัวของ conjugated diene สามารถเกิดขึ้นไดอยางตอเน่ือง เพราะวาคาดังกลาวจัดเปนดัชนีบงชี้
การออกซิเดชันของไขมันขั้นปฐมภูมิซ่ึงสามารถเปลี่ยนไปเปนผลิตภัณฑขั้นทุติยภูมิไดอยางสมํ่าเสมอ
หากมีสภาวะที่เหมาะสม แตเม่ือพิจารณาคา TBARS พบวาคา TBARS มีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตาม
ปริมาณไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่เพ่ิมขึ้น และมีคาไมแตกตางกันระหวางปลาโอและปลาดุกในทุก ๆ 
ความเขมขนของไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่ศึกษา (รูปที่ 29) จากการทดลองจึงกลาวไดวา การ
ออกซิเดชันของไขมันในระบบที่มี ferrous myoglobin จะถูกเหนี่ยวนําดวยไฮโดรเจนเพอรออกไซด 
โดยเฉพาะอยางยิ่งที่ความเขมขนสูง ๆ ซ่ึงระบบที่มีทั้งเหล็กและไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะกระตุนให
เกิดการสรางอนุมูลไฮดรอกซิลซ่ึงมีความวองไวตอการเรงออกซิเดชันของไขมัน จึงทําใหไขมันมีอัตรา
การออกซิเดชันสูง 
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Figure 28 Effect of hydrogen peroxide concentration on the formation of conjugated diene in 
lecithin-liposome model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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Figure 29 Effect of hydrogen peroxide concentration on the formation of TBARS in lecithin-
liposome model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
 

ศึกษาผลของ EDTA ตอการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่เรงดวย ferrous myoglobin โดย
เตรียมระบบ lecithin - liposome (ความเขมขนของ ferrous myoglobin เทากับ 0.1 mM พีเอช 7 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที) โดยทําการเติม EDTA ลงไปใหมีความเขมขน
สุดทายในระบบจําลองเทากับ 0, 0.5, 1, 5 และ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ของปริมาตรของระบบจําลอง 
พบวา EDTA ที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สําหรับปลาดุกและ ที่ระดับความเขมขน 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สําหรับปลาโอทําใหคา conjugated diene ลดต่ําลงกวาชุดควบคุมไดดีที่สุด แตที่
ระดับความเขมขนที่สูงกวาน้ีจะทําใหคา conjugated diene มีแนวโนมเพ่ิมขึ้น (รูปที่ 30) ซ่ึงแสดงวา
ความสามารถในการปองกันการสะสมของ conjugated diene ของ EDTA ขึ้นอยูกับความเขมขนที่ใช 
เม่ือพิจารณาคา TBARS พบวาคา TBARS ในปลาดุกมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นเม่ือความเขมขนของ EDTA 
เพ่ิมขึ้น แตคา TBARS ดังกลาวจะมีคาต่ํากวาในปลาโอในทุก ๆ ระดับความเขมขนของ EDTA เม่ือ
พิจารณาคา TBARS ของปลาโอ พบวา การเพ่ิมความเขมขนของ EDTA จาก 0.5-10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร จะทําใหคา TBARS ของปลาโอมีแนวโนมลดต่ําลง (รูปที่ 31) จากการทดลองจึงสามารถ
สรุปไดวาความสามารถในการยับยั้งการออกซิเดชันของไขมันของ EDTA ในระบบจําลองที่เรงดวย 
ferrous myoglobin ขึ้นอยูกับความเขมขนที่ใช รวมทั้งชนิดของปลา 
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Figure 30 Effect of EDTA concentration on the formation of conjugated diene in lecithin-
liposome model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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Figure 31 Effect of EDTA concentration on the formation of TBARS in lecithin-liposome 
model system catalyzed by ferrous myoglobin.  
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 2 

Abstract 1 

 Dark and ordinary muscle from Frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish 2 

(Clarias macrocephalus) were characterized. Chemical and physical compositions 3 

were different among species as well as muscle types. Moisture was the most 4 

predominant component found in both muscle types of both species and the higher 5 

content was found in ordinary muscle (p<0.05). Catfish, particularly ordinary muscle, 6 

composed of higher contents of lipid and carotenoid than Frigate mackerel muscle7 

p<0.05) but ordinary muscle from Frigate mackerel had the highest phospholipid 8 

content p<0.05). Dark muscle from both species composed of a greater ash content 9 

than ordinary muscle (p<0.05). Frigate mackerel muscle contained a greater content 10 

of protein compared with catfish muscle (p<0.05). Myofibrillar proteins were major 11 

proteins found in both muscle types. Both dark and ordinary muscles of Frigate 12 

mackerel contained greater contents of myofibrillar proteins than catfish muscle 13 

p<0.05). Sodium dodecyl sulfate-gel electrophoresis (SDS-PAGE) revealed that 14 

myosin heavy chain and actin were predominant proteins found in both muscle types 15 

of both species but the intensities of those protein bands were higher in catfish 16 

muscles suggesting a higher integrity of myosin and actin from catfish. Dark muscle 17 

from Frigate mackerel composed of the highest sarcoplasmic proteins, especially 18 

extractable myoglobin p<0.05). Both dark and ordinary muscles from Frigate 19 

mackerel contained a greater content of sodium chloride compared with those from 20 

catfish (p<0.05). The highest contents of iron, copper and selenium were found in 21 

Frigate mackerel dark muscle (p<0.05). The pH of ordinary muscle from both species 22 

was higher than dark muscle (p<0.05). Frigate mackerel, especilly dark muscle, 23 

exhibited the most dark-red color as shown by the lowest L* and b* values with the 24 

highest a* value and redness index (a*/b*) p<0.05).  25 



 3 

Keywords: characterization; muscle; Frigate mackerel; catfish 1 

 2 

Introduction  3 

Surimi can theoretically produce from any fish (Shimizu, Toyohara & Lanier, 4 

1992) but the rheological characteristics of the surimi gel depend on the properties of 5 

myofibrillar proteins, which are affected by the species (Shimizu et al., 1992; Niwa, 6 

1992; Chaijan, Panpipat & Benjakul, 2010). The marine white fish species used in 7 

Southest Asia for production of surimi are mainly threadfin bream (Nemipterus spp.), 8 

bigeye snapper (Priacanthus spp.), croaker (Pennahia and Johnius spp.) and lizardfish 9 

(Saurida spp.) (Morrissey & Tan, 2000). However, the major problem facing the Thai 10 

surimi industry is the supply of raw materials (Morrissey & Tan, 2000). Due to the 11 

limited marine white muscle fish resources with the overexploitation of marine white 12 

fish in the Gulf of Thailand, dark muscle fish have been paid more attention as a 13 

potential alternative raw material for surimi production (Morrissey & Tan, 2000). 14 

Hultin & Kelleher (2000) reported that dark-fleshed fish species make up 40-50% of 15 

the total fish catch in the world. In 2006, the catch of pelagic fish in the Gulf of 16 

Thailand was approximately 844.2 metric tons (Department of Fisheries, 2006). 17 

Among all dark-fleshed fish species, mackerel, such as Frigate mackerel, short-bodied 18 

mackerel and Indian mackerel, was one of the most abundant species caught in 19 

Southern Thailand (Chaijan et al., 2010). Beside marine dark-fleshed fish, freshwater 20 

fish such as catfish and tilapia can be used for production of surimi, in stead of marine 21 

white-fleshed fish, as well (Rawdkuen, Sai-Ut, Khansorn, Chaijan & Benjakul, 2009). 22 

Catfish is one of the important economic freshwater fish of Thailand. Traditionally, 23 

catfish has been used almost exclusively for fresh consumption and some part is 24 

introduced to fillet industry. Due to the high current volume of production, it could be 25 
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used by the industry to develop other process products particularly for surimi 1 

production. As a consequence, the use of the dark-fleshed fish and freshwater fish for 2 

surimi production is one of a major challenge ways to overcome such overexploitation 3 

of marine white fish in the Gulf of Thailand problems. However, the characteristics of 4 

surimi gel are species-dependent which was correlated with the muscle compositions 5 

(Niwa, 1992). So far, Frigate mackerel and catfish have been used for surimi 6 

production even to a small portion in Thailand. However, no information regarding 7 

compositions of muscles from both species caught in Thailand has been reported. 8 

Therefore, this study aimed to characterise the chemical compositions of Frigate 9 

mackerel (Auxis thazard) and catfish (Clarias macrocephalus) muscles.  10 

 11 

Materials and methods 12 

Chemicals 13 

Sodium dodecyl sulfate (SDS), dithiothreitol (DTT), -mercaptoethanol 14 

(ME) were purchased from Sigma (St. Louise, MO, USA). Trichloroacetic acid was 15 

obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Sodium dithionite was purchased from 16 

Riedel (Seeize, Germany). Chloroform was purchased from BDH (Poole, England). 17 

Disodium hydrogen phosphate and sodium dihydrogen phosphate were purchased 18 

from Fluka (Buchs, Switzerland).All chemicals were of analytical grade. 19 

Fish samples  20 

Frigate mackerel (Auxis thazard) with an average weight of 95-110 g was 21 

caught from Thasala-Nakhon Si Thammarat Coast along the Gulf of Thailand. The 22 

fish, off-loaded approximately 12 h after capture, were placed in ice with a fish/ice 23 

ratio of 1:2 (w/w) and transported to the School of Agricultural Technology, Walailak 24 

University, Thasala, Nakhon Si Thammarat, Thailand within 15 min. The fish were 25 
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immediately washed, filleted and manually excised into ordinary and dark muscles. 1 

Catfish (Clarias macrocephalus) with an average weight of 250-300 g were obtained 2 

from Thasala market, Nakhon Si Thammarat, and transported alive to the School of 3 

Agricultural Technology, Walailak University within 15 min. Upon arrival, catfish 4 

were exsanguinated and kept refrigeration for 12 h to balance the post-mortem period 5 

with the Frigate mackerel. Thereafter, the catfish muscles were excised following the 6 

procedure used for Frigate mackerel. The muscles were kept on ice during preparation 7 

and analysis.  8 

Proximate analysis 9 

Protein, ash, fat and moisture contents of muscle from fish raw materials were 10 

determined according to the methods of AOAC (2000).  11 

Electrophoresis  12 

Protein patterns of dark and ordinary muscles from Frigate mackerel and 13 

catfish were analyzed on SDS-PAGE under reducing condition according to the 14 

method of Laemmli (1970). To prepare the protein sample, 27 ml of 5% (w/v) SDS 15 

solution were added to the sample (3 g). The mixture was homogenized for 1 min. 16 

The homogenate was incubated at 85C for 1 h to dissolve total proteins. The sample 17 

was centrifuged at 8,500g for 5 min at room temperature (26-28C) using a Biofuge 18 

primo centrifuge (Sorvall, Hanau, Germany). Protein concentration was determined 19 

according to the Biuret method (Robinson & Hodgen, 1940), using bovine serum 20 

albumin as a standard. Protein samples were applied into the gel. After separation, the 21 

proteins were stained in 0.125% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250 and destained 22 

in 25% (v/v) ethanol and 10% (v/v) acetic acid. 23 

 24 

 25 
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Muscle fractionation 1 

The muscles were subjected to fractionation according to the method of 2 

Hashimoto, Watabe, Kono & Shiro (1979). The muscle (20 g) was homogenised in 3 

200 ml of phosphate buffer (15.6 mM Na2HPO4, 3.5 mM KH2PO4), pH 7.5 using an 4 

IKA Labortechnik homogeniser (Selangor, Malaysia). The homogenate was 5 

centrifuged at 5,000g for 15 min at 4C using a Sorvall Model RC-B Plus centrifuge 6 

(Newtown, CT, USA). The residue was added with 200 ml of the same buffer, 7 

homogenised and centrifuged again. These two supernatants were combined and 8 

trichloroacetic acid was added to obtain a final concentration of 5%. The resulting 9 

precipitate was collected by filtration and referred to as “sarcoplasmic protein 10 

fraction”. The filtrate was used as non-protein nitrogenous compound fraction. For 11 

above residue, 10 volumes of phosphate buffer (15.6 mM Na2HPO4, 3.5 mM 12 

KH2PO4) containing 0.45 M KCl, pH 7.5 were added. The mixtures were 13 

homogenised and centrifuged at 5,000g for 15 min at 4C. The process was repeated 14 

twice. Both supernatants were combined and used as myofibrillar protein fraction. 15 

The pellet obtained was mixed with 5 volumes of 0.1 N NaOH and stirred for 12 h at 16 

4C. The mixtures were then centrifuged at 5,000g for 15 min at 4C. The 17 

supernatant was used as alkali-soluble protein fraction. The final residue was used as 18 

stroma fraction. Each fraction was subjected to nitrogen analysis using Kjeldahl 19 

method (AOAC, 2000).  20 

Myoglobin content determination  21 

The myoglobin content of fish muscle was determined by direct 22 

spectrophotometric measurement, as described by Chaijan, Benjakul, Visessanguan & 23 

Faustman (2004). Two grams of mince were weighed into a 50 ml centrifuge tube and 24 

20 ml of 40 mM phosphate buffer, pH 6.8, were added. The mixture was 25 
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homogenised at 20,000 rpm for 10 s, followed by centrifuging at 3000g for 30 min at 1 

4C. The supernatant was filtered with a Whatman No.1 filter paper. The supernatant 2 

was treated with 0.2 ml of 1% (w/v) sodium dithionite to reduce the myoglobin and 3 

then absorbance measured at 525 nm. Myoglobin content was calculated from the 4 

millimolar extinction coefficient of 7.6 and a molecular weight of 16,111. Myoglobin 5 

content was expressed as mg/g sample. 6 

Salt determination  7 

 Salt content in samples was measured by the method of AOAC (2000). 8 

Sample (1 g) was treated with 10 ml of 0.1 N AgNO3 and 10 ml of HNO3. The 9 

mixture was boiled gently on a hot plate until all solids except AgCl2 were dissolved 10 

(usually 10 min). The mixture was then cooled using running water; 50 ml of distilled 11 

water and 5 ml of ferric alum indicator were added. The mixture was titrated with 12 

standardized 0.1 N KSCN until the solution became permanent brownish-red. The salt 13 

content was then calculated and expressed as % NaCl.  14 

pH determination 15 

The pH of fish muscle was measured as described by Benjakul, Seymour, 16 

Morrissey & An (1997). Fish muscle was homogenised using an IKA Labortechnik 17 

homogeniser (Selangor, Malaysia) with 10 volumes of deionised water (w/v), and the 18 

pH was measured using a pH meter (Cyberscan 500, Singapore) at 25C. 19 

Lipid extraction 20 

Lipid was extracted by the method of Bligh & Dyer (1959). Sample (25 g) was 21 

homogenised with 200 ml of a chloroform:methanol:distilled water mixture 22 

(50:100:50) at the speed of 9,500 rpm for 2 min at 4C using an IKA Labortechnik 23 

homogeniser (Selangor, Malaysia). The homogenate was treated with 50 ml of 24 

chloroform and homogenised at 9,500 rpm for 1 min. Then, 25 ml of distilled water 25 
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were added and homogenised again for 30 sec. The homogenate was centrifuged at 1 

3,000g at 4C for 15 min using a RC-5B plus centrifuge (Sorvall, Norwalk, CT, 2 

USA), and transferred into a separating flask. The chloroform phase was drained off 3 

into the 125 ml Erlenmeyer flask containing about 2-5 g of anhydrous sodium sulfate, 4 

shaken very well, and decanted into a round-bottom flask through a Whatman No.4 5 

filter paper. The solvent was evaporated at 25C using an EYELA rotary evaporator 6 

N-100 (Tokyo, Japan), and the residual solvent was removed by flushing nitrogen.  7 

Determination of phospholipid content 8 

Phospholipid content was determined based on the direct spectrophotometric 9 

measurement of complex formation between phospholipids and ammonium 10 

ferrothiocyanate as described by Stewart (1980). Lipids were extracted from the 11 

sample by the method of Bligh & Dyer (1959). Thereafter, lipids (20 ml) were 12 

dissolved in chloroform to a final volume of 2 ml. One ml of thiocyanate reagent (a 13 

mixture of 0.10 M ferric chloridehexahydrate and 0.40 M ammoniumthiocyanate) was 14 

added. After thorough mixing for 1 min, the lower layer was removed and the 15 

absorbance at 488 nm was measured. A standard curve was prepared with 16 

phosphatidylcholine (0-0.1 mg/ml). The phospholipids content was expressed as 17 

mg/100 g lipid. 18 

Total carotenoid determination  19 

The total carotenoids were extracted using the method of Yanar, Celik & 20 

Yanar (2004). Homogenised samples of 0.2-0.45 g were added 8 ml acetone and 21 

shaken at 200 rpm/min for 1 h in the dark at room temperature of 25C. The 22 

extraction was centrifuged at 5,000 rpm for 5 min and the absorbance at 480 nm was 23 

measured. Total carotenoid content was calculated from the millimolar extinction 24 
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coefficient E(1%,1cm) of 1.900. Total carotenoid content was expressed as mg/g 1 

sample. 2 

Determination of minerals 3 

Iron (Fe), copper (Cu) and selenium (Se) contents were determined by an 4 

inductively coupled plasma optical emission spectrophotometer (ICP-OES) (Perkin-5 

Elmer, Model 4300 DV, Norwalk, CT) according to the AOAC (2000) method. 6 

Determination of colour and redness index 7 

Colourimetric values of the chopped fish sample were obtained in triplicate by 8 

using a portable Hunterlab Miniscan/EX instrument (10 standard observers, 9 

illuminant D65, Hunter Assoc. Laboratory; VA, USA). The instrument was calibrated 10 

to a white and black standard. The tristimulus L* (lightness), a* (redness/greenness), 11 

and b* (yellowness/blueness) measurement mode was used as it relates to the human 12 

eye response to colour. The redness index (a*/b*) of salted fish was calculated as 13 

described by Chen, Chiu & Huang (1997). 14 

Statistical analysis 15 

Data were subjected to analysis of variance (ANOVA). Comparison of means 16 

was carried out by Duncan’s multiple range test (Steel & Torrie, 1980). Statistical 17 

analysis was performed using the Statistical Package for Social Science (SPSS 11.0 18 

for windows, SPSS Inc., Chicago, IL). 19 

 20 

Results and discussion 21 

Proximate compositions in Frigate mackerel and catfish muscles 22 

Dark and ordinary muscles from Frigate mackerel and catfish were different in 23 

proximate composition (Table 1). The dark muscle is normally concentrated along the 24 

lateral line of the body and may represent 15-30% of the total muscle in migratory 25 
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fish such as mackerel and 2-12% of less active fish (Haard, 1992).  Both muscles from 1 

both species composed of moisture as a major component (71.55-75.68%). As a major 2 

constituent in fish muscle, protein accounted for approximately 18.19-23.21%. Both 3 

dark and ordinary muscles of Frigate mackerel had higher protein contents than those 4 

of catfish (p<0.05). Sikorski (1994) and Spinelli & Dassow (1982) reported that crude 5 

protein content in the muscle was usually in the broad range of 11-24% (wet weight), 6 

depending on the species and variety, the state of nutrition, and the reproductive cycle 7 

of the animals, as well as the parts of the organisms. Lipid content was generally 8 

higher in catfish muscle, especially ordinary muscle. Catfish ordinary muscle 9 

contained approximately 10 times greater lipid content than Frigate mackerel ordinary 10 

muscle. For dark muscle, catfish contained about 2.6 times higher lipid content than 11 

Frigate mackerel. The lipid content in Frigate mackerel was followed the rule that 12 

dark muscles were especially rich in chromoproteins and contained about two to five 13 

times more lipids than the ordinary muscles (Sikorsk, Kolakowska & Burt, 1990) but 14 

not absolutely true for catfish in which the ordinary muscle contain much more lipids 15 

than dark muscle. This was probably due to the fact that catfish was a farm-raised fish 16 

in which the chemical compositions of the muscle was governed by feeding as well as 17 

the nutrition of the feed. Ash contents of both species were found in the ranges of 18 

1.08-1.21. 19 

Protein patterns and nitrogenous constituents in Frigate mackerel and catfish 20 

muscles 21 

Electrophoretic patterns indicated that Frigate mackerel and catfish muscles 22 

consisted of several protein bands corresponding to myosin heavy chain (MHC), 23 

actin, troponin and tropomyosin. MHC and actin was major proteins in both species 24 

but the intensities of those protein bands were higher in catfish muscles suggesting a 25 
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higher integrity of myosin and actin from catfish (Figure 1). The result was in 1 

agreement with Hashimoto et al. (1979) who found that MHC showed the highest 2 

band intensity in the protein from sardine (Sardinops melanosticta) and mackerel 3 

(Pneumatophorus japonicus japonicus) muscle. Similar results were found in muscle 4 

from two species of bigeye snapper (Benjakul, Visessanguan & Leelapongwattana, 5 

2002). From the result, Frigate mackerel muscles contained greater content of protein 6 

bands, with molecular weight lower than 45 kDa, compared with catfish muscles. 7 

These low molecular proteins may categorise into sarcoplasmic protein fractions 8 

which normally found in dark-fleshed fish with a greater extent. Naturally, dark 9 

fleshed-fish species contained the high content of dark muscle comprising a 10 

considerable amount of sarcoplasmic proteins (Sikorski et al., 1990; Spinelli & 11 

Dassow, 1982). 12 

Proteins in dark and ordinary muscles from both species were classified into 13 

five fractions based on solubility (Table 2). Myofibrillar proteins were found as major 14 

protein components for both muscle types and species (21.9-30.8 mg/g). Myofibrillar 15 

proteins were the dominant proteins, which are involved in muscle contraction 16 

(Sikorski, 1994). For the same type of muscle, Frigate mackerel contained a greater 17 

amount of sarcoplasmic proteins. However, dark muscle consisted of a greater content 18 

of sarcoplasmic protein, compared to ordinary muscle. Haard, Simpson & Pan (1994) 19 

suggested that the sarcoplasmic proteins from fish included myoglobin, enzymes and 20 

other albumins. The content of sarcoplasmic protein was generally high in pelagic 21 

fish, such as sardine and mackerel (Haard et al., 1994; Hashimoto et al., 1979). For 22 

both species, dark muscles had a larger amount of stromal protein than ordinary 23 

muscle. Greater stroma content in dark muscle could be related to the high mechanical 24 

strength of this muscle (Hultin & Kelleher, 2000). Among all muscle types and 25 



 12 

species, catfish ordinary muscle composed of the highest alkaline-soluble protein 1 

content indicating the highest accumulation of denatured proteins in this muscle. 2 

Chaijan et al. (2004) reported that denatured myofibrillar and sarcoplasmic proteins 3 

can be solubilised in alkaline solution. Thus, it was classified as alkaline-soluble 4 

protein fraction. Frigate mackerel muscle, particularly ordinary muscle, was 5 

composed of a higher content of non-protein nitrogenous compounds than catfish 6 

muscle. This might be due to a higher content of amino acids, dipeptide, nucleotide, 7 

trimethylamine, urea, and the products of postmortem changes in this species 8 

(Foegeding, Lanier & Hultin, 1996; Sikorski, 1994). For the same species, ordinary 9 

muscle tended to contain lower amount of non-protein nitrogenous compounds than 10 

dark muscle. 11 

Pigments and certain chemical compositions in Frigate mackerel and catfish 12 

muscles 13 

Different extractable myoglobin content was observed between different 14 

muscle types and species (Table 3). Frigate mackerel muscle contained a larger 15 

amount of extractable myoglobin, especially in dark muscle, when compared to 16 

catfish muscle. The results were in agreement with Spinelli & Dassow (1982) and 17 

Hashimoto et al. (1979) who reported that myoglobin was dominant in dark muscle. 18 

Dark muscle, both superficial and deep-seated, contained more hemoglobin, 19 

myoglobin and cytochrome c than the ordinary muscles (Sikorski et al., 1990). 20 

Muscle of yellowfin tuna contained myoglobin ranging from 37 to 128 mg/100 g in 21 

light muscle and 530 to 2,440 mg/100 g in dark muscle (Brown, 1961). Frigate 22 

mackerel dark muscle comprised myoglobin 2.5 times greater than catfish dark 23 

muscle. For ordinary muscle, Frigate mackerel contained myoglobin 8.2 times higher 24 

than catfish. Myoglobin contributed to the redness of muscle, which is associated with 25 
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the lowered whiteness of surimi gel (Chaijan, Benjakul, Visessanguan, Lee & 1 

Faustman, 2007). For the total carotenoid content, it was found that dark and ordinary 2 

muscles of catfish contained total carotenoid 12.6 and 33.6 times greater than Frigate 3 

mackerel, respectively. Higher content of total carotenoid in catfish muscle, especially 4 

ordinary muscle, may correlate with the higher oxidative stability of that muscle 5 

because carotenoid can be functioned as antioxidant. Lipid from ordinary muscle of 6 

Frigate mackerel contained the highest content of phospholipids and Frigate mackerel 7 

had a greater content of phospholipids than catfish (p<0.05). The higher phospholipid 8 

content in Frigate mackerel muscle may relate to the greater emulsifying ability of this 9 

muscle. However, the oxidative stability of this muscle might be limited. Due to a 10 

high content of phospholipids which normally contain a high amount of 11 

polyunsaturated fatty acids, possibly from the subdermal fat layer, oxidation could 12 

take place rapidly (Ke, Ackman, Linke, & Nash, 1977). Considering the sodium 13 

chloride content, both ordinary and dark muscles from Frigate mackerel, a marine 14 

fish, contained more sodium chloride content than catfish, a freshwater fish (p<0.05). 15 

This difference was probably due to the different in fishing ground, feeding of the 16 

fish, and mineral content in the habitat environment (Chaijan, 2011). The highest 17 

contents of prooxidant metals including iron and copper were observed in Frigate 18 

mackerel dark muscle (p<0.05). The higher the metals the greater the lipid oxidation 19 

can be taken place in this muscle. However, Frigate mackerel dark muscle also 20 

contained the highest content of selenium, correlating with the highest antioxidative 21 

enzyme, glutathione peroxidase, in this muscle. The selenium is found in the active 22 

site of glutathione peroxidase and its content was reported to be correlated well with 23 

the content of glutathione peroxidase in the muscle (Undeland, Ekstrand & Lingnert, 24 

1998). 25 
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The post-mortem pHs of Frigate mackerel and catfish muscles were found in 1 

the ranges of 5.96-6.86 depending on species and muscle types. Foegeding et al. 2 

(1996) reported that the ultimate pH of fish muscle was generally in the range of 6.2-3 

6.6. The pH of fish muscle depended on a variety of factors such as species, fishing 4 

ground, feeding of the fish, storage temperature and buffering capacity of meat 5 

(Pacheco-Aguilar, Lugo-Sanchez & Robles-Burgueno, 2000). Dark muscle of both 6 

species had lower pH than ordinary muscle. The activity of enzymes converting 7 

glycogen into lactic acid might be different between two muscles. Lactic acid, 8 

generated in anoxic conditions from glycogen, is the principal factor in lowering the 9 

post-mortem pH in the fish muscles (Sikorski et al., 1990). Dark muscle might 10 

contain relatively sufficient in the enzymes which convert glycogen into lactic acid. 11 

These features can cause the post-mortem pH to be lower than that of ordinary 12 

muscle. 13 

Colour of Frigate mackerel and catfish muscles 14 

Instrumental colour values of Frigate mackerel and catfish muscles are shown 15 

in Table 4. From the result, the lightness (L*) of catfish muscle was higher than 16 

Frigate mackerel and the greater L* value was found in ordinary muscle from both 17 

species (p<0.05). The redness-greenness (a*) and redness index (a*/b*) of dark 18 

muscle was higher than ordinary muscle in both species and the higher a* value and 19 

redness index were noticeable in Frigate mackerel muscle (p<0.05). This was in 20 

agreement with the greater amount of myoglobin in Frigate mackerel muscle (Table 21 

3). For yellowness-blueness (b*), ordinary muscle from both species exhibited a 22 

higher b* value (p<0.05) and the higher value was observed in catfish muscle. The 23 

more yellow of catfish muscle was in accordance with the higher carotenoid content 24 
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of that muscle (Table 3). Overall, the color of Frigate mackerel especially dark muscle 1 

was more dark-red than catfish muscle. 2 

 3 

Conclusion 4 

The characteristics and compositions of dark and ordinary muscles from 5 

Frigate mackerel and catfish were different. The compositions and color of fish 6 

muscle were species-dependent. The muscle type or muscle location can also 7 

influence the characteristics of fish muscle. The muscle compositions can be a crucial 8 

factor determining the physicochemical and functional properties as well as the 9 

oxidative stability of Frigate mackerel and catfish muscles during handling, 10 

processing and storage. The basic information gained from this study can be used to 11 

apply for production of a high grade surimi from those two species. 12 
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Table 1 Proximate compositions of Frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish 1 

(Clarias macrocephalus) muscles  2 

Compositions 

(% wet weight) 

Frigate mackerel Catfish 

Ordinary Dark Ordinary Dark 

Moisture 75.010.01c 73.700.27b 71.550.25a 75.680.27d 

Crude protein 23.080.05c 23.210.19c 18.700.34b 18.190.09a 

Crude fat 0.840.01a 1.900.00b 8.540.04d 5.050.02c 

Ash 1.080.00a 1.190.00c 1.210.01d 1.090.01b 

*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 3 

**Different letters under the same row indicate significant differences (p<0.05). 4 

 5 

Table 2. Nitrogenous constituents in Frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish 6 

(Clarias macrocephalus) muscles  7 

Nitrogenous composition 

(mgN/g muscle) 

Frigate mackerel Catfish 

Ordinary Dark Ordinary Dark 

Non-protein nitrogen 5.190.01c 4.870.00b 2.290.01a 2.260.01a 

Sarcoplasmic protein 10.670.12c 11.540.36d 9.300.06a 9.850.24b 

Myofibrillar protein 30.811.28b 30.022.07b 21.990.73a 23.520.24a 

Stromal protein 12.090.30b 17.441.03d 10.630.06a 16.120.12c 

Alkaline-soluble protein 11.450.05b 11.490.06b 17.260.23c 8.990.00a 

*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 8 

**Different letters under the same row indicate significant differences (p<0.05). 9 

 10 
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Table 3. Pigments, phospholid, salt, minerals and pH of Frigate mackerel (Auxis 1 

thazard) and catfish (Clarias macrocephalus) muscles  2 

Compositions 

 

Frigate mackerel Catfish 

Ordinary Dark Ordinary Dark 

Carotenoid (mg/g) 0.130.01a 0.320.01b 4.370.07d 4.030.05c 

Myoglobin (mg/g) 6.190.01c 7.520.02d 0.750.01a 3.010.03b 

Phospholipid (mg/100g lipid) 23.072.97d 16.573.03c 9.690.61b 2.630.42c 

Sodium chloride (%) 1.200.03c 1.150.03c 0.770.04a 0.900.09b 

Minerals (mg/kg)     

    Iron 5.670.45b 24.840.87c 2.880.10a 5.450.35b 

    Copper 0.570.02b 2.280.22c 0.550.13b 0.220.02a 

    Selenium 2.290.10b 3.230.11c 1.220.12a 1.230.10a 

pH 6.160.16b 5.960.02a 6.860.01d 6.690.04c 

*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 3 

**Different letters under the same row indicate significant differences (p<0.05). 4 
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Table 4. Color of Frigate mackerel (Auxis thazard) and catfish (Clarias 1 

macrocephalus) muscles  2 

Color 

Frigate mackerel Catfish 

Ordinary Dark Ordinary Dark 

L* value 46.880.03b 35.350.15a 48.610.20c 48.430.16c 

a* value 8.440.04b 9.810.30c 7.530.11a 8.710.22b 

b* value 13.020.05b 11.790.13a 25.090.11d 18.960.14c 

Redness index 0.650.00c 0.830.03d 0.300.00a 0.460.01b 

*Values are given as mean  SD from triplicate determinations. 3 

**Different letters under the same row indicate significant differences (p<0.05). 4 
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Figure Legend 1 

Figure 1. SDS-PAGE patterns of dark and ordinary muscles from Frigate mackerel 2 

and catfish under reducing condition. M, molecular weight standards; 1, Frigate 3 

mackerel ordinary muscle; 2, Frigate mackerel dark muscle; 3, catfish ordinary 4 

muscle; 4, catfish dark muscle. MHC, myosin heavy chain; AC, actin. 5 
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